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1 EINLEITUNG 
 
1.1 Die extrazelluläre Matrix 
 
Der menschliche Organismus besteht aus unterschiedlichen Gewebearten. Aufgrund von 
Funktion und morphologischer Zusammensetzung kann zwischen Epithel-, Binde-, Muskel- 
und Nervengewebe unterschieden werden [1]. Diese Gewebe bestehen aus Zellen und dem 
extrazellulären Raum, der zum größten Teil von einem komplexen Makromolekülgeflecht 
ausgefüllt ist: der extrazellulären Matrix (ECM) [2]. Das Bindegewebe dient als Gerüst- und 
Stützsubstanz des Körpers und weist einen sehr hohen Anteil an extrazellulärer Matrix auf 
[3]. Allgemein werden die Makromoleküle der ECM von für jeden Gewebetyp spezifischen 
Zellen sezerniert. In den Bindegeweben übernehmen Fibroblasten diese Funktion bzw. höher 
spezialisierte Zellen (Chondroblasten und Osteoblasten), die Knochen und Knorpel bilden 
und zur Fibroblasten-Familie gehören. Nach heutigen Erkenntnissen spielt die Matrix eine 
wichtige Rolle für das Verhalten der Zellen. Sie beeinflusst deren Entwicklung, Bewegung, 
Vermehrung, Form und Stoffwechselfunktionen.  
Abbildung 1 zeigt, wie die Makromoleküle der extrazellulären Matrix klassifiziert werden. Es 
werden zwei Hauptklassen von Makromolekülen unterschieden [2]:  
· Die Proteoglykane (z.B. Aggrecan, Perlecan und Decorin) bestehen aus 
Glykosaminoglykanen (Polysaccharide) und Proteinen, die an diese gekoppelt sind. Es 
werden vier Hauptgruppen von Glykosaminoglykanen unterschieden: 1. Hyaluronsäure, 2. 
Chondroitinsulfat und Dermatansulfat, 3. Heparansulfat und Heparin und 4. Keratansulfat. 
Diese Polysaccharide nehmen ein im Verhältnis zu ihrer Masse großes Volumen ein und 
bilden selbst bei niedriger Konzentration Gele. Durch die hohe Dichte ihrer negativen 
Ladungen werden osmotisch aktive Kationen (z.B. Na+) angezogen. Dadurch wird ein 
Einstrom großer Wassermengen in die Matrix begünstigt. So entsteht ein Quelldruck 
(Turgor), der äußeren Druckkräften Widerstand entgegensetzt. Die wässrige Phase des 
Polysaccharidgels erlaubt die Diffusion von Nährstoffen, Metaboliten und Hormonen 
zwischen Blut und Gewebe.   
· Die Faserproteine werden entsprechend ihrer Funktion in zwei Untergruppen eingeteilt: 
Strukturproteine (z.B. Kollagen und Elastin) und Anheftungsproteine (z.B. Fibronectin und 
Laminin). Kollagen ist das Hauptprotein der extrazellulären Matrix und trägt wesentlich zu 
ihrer Struktur bei. Es sind vier Haupttypen von Kollagenen bekannt: die fibrillären Typen I-
III und das nicht fibrilläre Kollagen Typ IV. Die Basalmembranen, die die extrazelluläre 
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Matrix von den darüber liegenden Epithelzellen trennt, wird hauptsächlich von Molekülen 
des Kollagentyps IV gebildet. Diese äußerst dünne, aber widerstandsfähige Schicht ist für 
die Regulation des Zellverhaltens von großer Bedeutung und eine wichtige Barriere bei der 
Ausbreitung von malignen Tumoren. Die Anheftungsproteine tragen zur Bindung zwischen 
Zellen und extrazellulärer Matrix bei.  
In der extrazellulären Matrix herrscht ein Gleichgewicht zwischen Auf- und Abbau ihrer 
Komponenten. Der Abbau (Degradation) der ECM ist ein essentieller Schritt bei vielen 
physiologischen Prozessen, z.B. während der Emryonalentwicklung, beim Wachstum oder bei 
der Wundheilung [4]. Die dabei einsetzende Proteolyse spielt eine wichtige Rolle unter 
pathologischen Bedingungen wie der rheumatoiden Arthritis, den pemphigoiden 
Hauterkrankungen oder der Parodontose [5,6,7]. Verantwortlich für den Abbau der ECM und 
Zelloberflächenproteine sind vier verschiedene Gruppen von Proteasen: die Serin/Threonin-, 
Cystein-, Aspartat- und Metalloproteinasen [7]. Sehr bedeutende Enzyme sind die Matrix 
Metalloproteinasen (MMPs), die sowohl sekretiert als auch membrangebundenen auftreten 
[8]. Sie werden insbesondere mit der Invasion von malignen Tumoren, Metastasierung und 
Glykosaminoglykane   +   Proteine
Gewebe
extrazellulärer Raum
(Geflecht aus komplexen
Makromolekülen)
extrazelluläre Matrix
Proteoglykane
Zellen
1. Hyaluronsäure
2. Chondroitinsulfat 
     +Dermatansulfat
3. Heparansulfat 
     + Heparin
4. Keratansulfat
Faserproteine
Strukturproteine
• Kollagen 
  (Haupttypen: I-IV)
• Elastin
• Fibrillin
Anheftungsproteine
• Fibronectin
• Laminin
Abb. 1: Klassifizierung der extrazellulären Matrixmoleküle 
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Angiogenese assoziiert [4]. Die Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 aus der Familie der Matrix 
Metalloproteinasen stehen im Mittelpunkt dieser Arbeit.  
 
1.2 Matrix Metalloproteinasen 
 
1962 wurde von Jerome Gross und Charles Lapierre zum ersten Mal über Vertreter der Matrix 
Metalloproteinasen (MMPs) berichtet [7]. Sie kultivierten das Schwanzflossengewebe von 
Kaulquappen bei einer Temperatur von 27°C und neutralem pH-Wert auf Kollagen-Gelen. 
Dabei stellten sie eine Enzymaktivität fest, bei der die tripelhelikale Konformation des 
Kollagens Typ I gespalten wurde. Retrospektiv erkannte man, dass sezernierte Kollagenase 1 
(MMP-1) und 3 (MMP-13) hierfür verantwortlich waren [9]. Es folgten Veröffentlichungen 
über die Entdeckung von MMPs in humanen Geweben und 1968 in neutrophilen 
Granulozyten [10]. Bis heute sind mindestens 26 zinkabhängige Endopeptidasen 
charakterisiert, die zur Familie der humanen Matrix Metalloproteinasen gehören. 
Entsprechend ihrer Substratspezifität werden die Mitglieder dieser Familie in Kollagenasen, 
Stromelysine, Gelatinasen, Membrane-Type-(MT)MMPs und andere MMPs unterteilt [4]. 
 
1.2.1 Domänenstruktur der MMPs 
 
Die Struktur der MMPs ist in Abbildung 2 gezeigt. MMPs bestehen aus einem Signalpeptid, 
einer Propeptidregion, einer katalytischen Domäne mit der hochkonservierten Zink bindenden 
Region und einer Hämopexindomäne, die über eine so genannte Hinge-Region mit der 
katalytischen Domäne verbunden ist [4]. Vier membranständige MMPs weisen weiterhin eine 
Transmembran- sowie die cytoplasmatische Domäne auf.  Aufbau und Funktion der MMPs  
sind auf das Zusammenspiel der einzelnen Domänen zurückzuführen [11]. Diese werden  im 
Folgenden beschrieben: 
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Abb. 2   Domänenstruktur ausgewählter Mitglieder der MMP-Familie abgewandelt nach [8] 
Die einzelnen Domänen der Proteine sind schematisch dargestellt; Sig: Signalpeptid, Pro: Propeptid mit 
der Thiolgruppe (SH), die mit dem Zink-Ion des katalytischen Zentrums interagiert, kat: katalytische 
Domäne mit dem katalytischen Zink-Ion, Fi: Fibronektin Typ II-Domänen, Hinge: Hinge Region, 
Hämopexin: Hämopexin-ähnliche Domäne, die erste und die letzte der vier Wiederholungen in der 
Hämopexin-ähnlichen Domäne ist durch eine Disulfidbindung (S-S) verbunden.  
 
 
Das Signalpeptid : 
Das Signalpeptid besteht aus einer Sequenz von 17-20  hydrophoben Aminosäuren. Die 
MMPs werden intrazellulär gebildet und der hydrophobe Anteil des Signalpeptids ist 
verantwortlich für die Sekretion des Proteins in das endoplasmatische Retikulum, aus dem sie 
in den extrazellulären Raum abgegeben werden können. Außer MMP-17 enthalten alle MMPs 
ein Signalpeptid [12]. 
 
Das Propeptid: 
Das Propeptid enthält 80 Aminosäuren mit einem N-terminalem hydrophoben Rest. Nahe 
dem C-terminalem Ende des Propeptids befindet sich eine hochkonservierte Region: 
PRCGVPD. Die Thiol-Gruppe des enthaltenen Cysteins ist gegenüber dem Zink-Ion des 
aktiven Zentrums positioniert und besetzt dessen vierte Koordinationsstelle. Dadurch wird das 
Enzym in der inaktiven Vorstufe gehalten [13]. Der Cystein-Rest wurde in allen bisher 
charakterisierten MMPs gefunden. Am C-terminalen Ende des Propeptids findet sich zudem 
bei einigen MMPs (MMP-11, 14, 15, 16, 17) die sogenannte Furin-Spaltstelle. Sie besteht aus  
Zn
Zn
Fi ZnFiFi
Sig
Sig
Sig
Pro
Pro
Pro
kat
kat
kat
SH
Matrilysine
SH
SH
Kollagenasen,Stromelysine
Gelatinasen
Hinge
Hinge
S S
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ungefähr 9 Aminosäuren mit einer spezifischen Sequenz: RXKR/RRKR, die intrazellulär 
durch Furin gespalten werden kann.  MMP-11, -14, -15, -16 und -17  enthalten diese Furin-
Spaltstelle. Die Spaltung erfolgt in der Mitte des Propeptids. Dadurch wird das Zink-Ion 
teilweise freigelegt. Dies führt zur kompletten Abspaltung des Propeptids und bewirkt somit 
die Aktivierung der MMPs [14]. 
 
Die katalytische Domäne: 
Die katalytische Domäne ist aus 160-170 Aminosäureresten aufgebaut und enthält 
Bindungsstellen für Calcium-Ionen und das sogenannte strukturelle Zink-Atom. Wichtig für 
die enzymatische Akivität der MMPs ist das schon erwähnte „katalytische“ Zink-Ion, welches 
durch die hoch konservierte Region: HEXXHXXGXXHS/T gebunden ist [15]. Diese Region 
befindet sich in einer aus 50-54 Aminosäuren bestehenden Sequenz am C-terminalen Ende 
der katalytischen Domäne. Das Zink-Ion wird  durch die Histidinreste in Position 401, 405 
und 411 koordiniert [16]. Die vierte Koordinationsstelle ist durch einen Cysteinrest des 
Propeptids besetzt (s.o.). Bei MMP-17 ist das Serin obiger Sequenz durch Valin ausgetauscht 
[12]. 
 
Die Hinge Region:           
Die katalytische Domäne ist mit der Hämopexin-ähnlichen Domäne durch eine  
Verbindungsregion, der sogenannten Hinge Region, verbunden. Dieser Abschnitt umfasst  2 
bis 75 Aminosäurereste. Die MMP-9 verfügt über die längste Hinge Region. Sie zeigt  
Homologien zu Typ V Kollagen und ist reich an Prolin [17]. Im Gegensatz dazu weist die 
kleinste Protease MMP-7 (Matrilysin) keine Verbindungsregion auf, da ihr ebenfalls die sich 
daran anschließende folgende Hämopexin-ähnliche Domäne fehlt. Eine typische Hinge 
Region enthält im Durchschnitt 16 Aminosäureren und ist prolinreich. Die Verbindungsregion  
ist wichtig für die Substratspezifität der MMPs, indem sie die Substrate entweder selbst bindet 
oder die Orientierung der katalytischen und der Hämopexin-ähnlichen Domäne entsprechend 
einstellt [18]. 
 
Die Hämopexin-ähnliche Domäne:       
Die Hämopexin-ähnliche Domäne umfasst ca. 200 Aminosäuren, die vier Wiederholungen  
mit je ca. 48 Aminosäuren enthält. Diese gleichen den Proteinen Hämopexin und Vitronektin. 
An jeder Wiederholung befindet sich ein Cysteinrest an jedem Ende. Diese Strukturen sind so 
angeordnet, daß ein vierblättriger Propeller entsteht [19]. Alle MMPs außer Matrilysin und 
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MMP-26 enthalten die Hämopexin-ähnliche Domäne [20]. Sie scheint entscheidend für die 
Substratspezifität der MMPs zu sein [18] und trägt zur Bindung der Substrate bei [21]. Zudem 
ist sie sowohl bei der Aktivierung als auch bei der Hemmung der MMPs involviert [11]. So 
wird beispielsweise die Bindung von TIMP (Tissue Inhibitor of Matrix Metalloproteinases), 
einem Inhibitor der MMPs, durch die Hämopexin-ähnliche Domäne unterstützt. Im Falle der 
Gelatinasen (MMP-2 und MMP-9) erfolgt die Bindung auch im inaktiven Zustand der 
Enzyme. 
 
Die Transmembran- und die cytoplasmatische Domäne: 
Bis heute sind vier Mitglieder der Unterfamilie der membranständigen Matrix 
Metalloproteinasen kloniert und charakterisiert: MMP-14, 15, 16 und 24. An das C-terminale 
Ende der Hämopexin-ähnlichen Domäne schließen sich bei diesen Proteasen ca. 80 bis 110 
Aminosäuren an. Mit ca. 20 Aminosäuren dieser Sequenz sind die MMPs in der Zellmembran 
verankert. An diese Transmembrandomäne schließt sich im Inneren der Zelle die 
cytoplasmatische Domäne an. Diese Art von Verankerung mit der Zellmembran wird als Typ 
I membranständig bezeichnet. MMP-17 und MMP-25 sind an Stelle der 
Transmembrandomäne und der cytoplasmatischen Domäne durch einen 
Glycosylphosphatidylinositol-Anker (GPI-Anker) mit der Plasmamembran verbunden und 
werden als Typ II membranständige MMPs bezeichnet. 
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Tabelle 1  Die Familie der Matrix Metalloproteinasen 
MMP Herkömmlicher Name Substrate 
MMP-1 Interstitielle Kollagenase Kollagene I, II, III, VII, VIII, X, Gelatine, Aggrecan, 
Myelinbase-Protein, proTNF, MMP-2, MMP-9 
 
MMP-2 Gelatinase A Kollagene I, IV, V, VII, X, XI, XIV, Gelatine, Elastin, 
Fibronektin, Aggrecan, Myelinbaseprotein, B Amyloid, 
proTNF, MMP-9, MMP-2 
 
MMP-3 Stromelysin 1 Kollagene I, IV, V, VII, X, XI, XIV, Gelatine, Perlecan, 
Fibronektin, Laminin, Elastin, Myelinbase-Protein, 
proTNF, MMP-1, MMP-7, MMP-8, MMP-9, MMP-13 
 
MMP-7 Matrilysin Kollagene IV, X, Gelatine, Aggrecan, Fibronektin, 
Laminin, Elastin, Myelinbase-Protein, pro-TNF, MMP-
1, MMP-2, MMP-9 
 
MMP-8 Neutrophile Kollagenase Kollagene I, II, III, V, VII, VIII, X, Gelatine, Aggrecan, 
Fibronektin 
 
MMP-9 Gelatinase B Kollagene IV, V, VII, X, XIV, Gelatine, Elastin, 
Aggrecan, Versican, Proteoglykan-Link-Protein, 
Fibronektin, Nidogen, Myelinbase-Protein, pro TNF, 
a1-Proteinase-Inhibitor 
 
MMP-10 Stromelysin 2 Kollagene III, IV, V, Gelatine, Aggrecan, Elastin, 
Fibronektin, MMP-1, MMP-8 
 
MMP-11 Stromelysin 3 a1-Proteinase-Inhibitor 
 
MMP-12 Metalloelastase Kollagen IV, Gelatine, Elastin, Fibronektin, Laminin, 
proTNF, Myelinbase-Protein 
 
MMP-13 Kollagenase 3 Kollagene I, II, III, IV, Gelatine, Aggrecan 
 
MMP-14 MT1-MMP Kollagen I, II, III, Gelatine, Elastin, Fibronektin, 
Aggrecan, MMP-2, MMP-13, proTNF 
 
MMP-15 MT2-MMP MMP-2, Gelatine, Fibronektin, Laminin 
 
MMP-16 MT3-MMP MMP-2 
 
MMP-17 MT4-MMP Fibrinogen, Fibrin, proTNF 
 
MMP-18 Kollagenase 4 (Xenopus, kein 
humanes Homologes 
bekannt)  
 
MMP-19 RASI-1 Aggrecan, cartilage oligometric matrix protein (COMP) 
 
MMP-20 Enamelysin Aggrecan, cartilage oligometric matrix protein (COMP) 
MMP-21 Humanes Homologes der 
Xenopus XMMP 
 
MMP-22 CMMP (Hünchen, kein 
humanes Homologes 
bekannt) 
 
MMP 23 CA-MMP   
MMP-24 MT5-MMP ProMMP-2 
MMP-25 MT6-MMP  
MMP-26 Endometase  
MMP-27   
MMP-28 Epilysin  
Tabelle abgewandelt nach [4,8] 
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1.3 Die Gelatinasen MMP-9 und MMP-2 
 
Die Fibronektin Typ II-Domänen:           
Die Gelatinasen A und B (MMP-2 und MMP-9) tragen im Gegensatz zu anderen MMPs 
innerhalb ihrer katalytischen Domäne die dreifache Wiederholung  einer 58 Aminosäure 
großen Fibronektin Typ II ähnlichen Sequenz (siehe auch Abb.2). Dieser direkt vor dem 
Zinkbindungsmotiv positionierte Sequenzabschnitt ist für die Substratspezifität der 
Gelatinasen verantwortlich [22,23]. 
                                                                                                                                                                         
1.3.1 Gelatinase B: MMP-9 
 
1974 isolierten Sopata und Dancewicz eine neutrale Protease von humanen neutrophilen 
Granulozyten, die  denaturierte Kollagene (Gelatine) degradieren konnte [24]. Später wurde 
eine proteolytische Aktivität gegen Gelatine und Kollagene vom Typ IV und V in 
Hasenknochenkulturmedium [25] und humanen neutrophilen Granulozyten [26] identifiziert, 
die auf eine  Metalloproteinase von ca. 90-110 kDa zurückgeführt werden konnte. Gleiche 
Aktivitäten wurden ebenfalls in neutrophilen Granulozyten von Schweinen [27], 
Alveolarmakrophagen von Hasen und Menschen [28,29] und in einer Vielzahl von Tumoren 
und transformierten Zelllinien gefunden [30,31,32]. Die Sequenzierung der entsprechenden 
DNA  erfolgte 1989 [33] und zeigte, dass die Protease zur Familie der Matrix 
Metalloproteasen gehört und homolog zu der  früher identifizierten 72 kDa Typ IV 
Kollagenase ist. Aufgrund ihrer Größe und Substratspezifität  wurde die Protease 92 kDa Typ 
IV Kollagenase, 92 kDa Gelatinase oder Gelatinase B benannt. Auf der Destin Beach Matrix 
Metalloproteinasen Konferenz im Jahr 1989  wurde das  Protein als MMP-9 bezeichnet. Seit 
ihrer Entdeckung hat  sich herausgestellt, dass die MMP-9 in die Degradation der ECM und in 
eine Vielzahl von physiologischen und pathologischen Prozesse verwickelt ist. 
 
Die Genstruktur von MMP-9 
Das humane MMP-9-Gen entspricht einer Länge von 7,7 kb und enthält 13 Exons, die 
zwischen einer Größe von 104 bp (Exon 12) und 280 bp (Exon 9) variieren [34]. Die Introns 
zeigen eine Größe von 96 bp (Intron 11) bis 1800 bp (Intron 12). 
In der Promotorregion der MMP-9 befinden sich mehrere mögliche Kontrollelemente, die im 
Zusammenspiel mit einer Vielzahl von Wachstumsfaktoren, Zytokinen und Onkogenen die 
Transkription regulieren [35,36]. So befindet sich wie bei allen MMPs bei der MMP-9 in 
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Position –29 eine „TATA-Box“. Daneben existieren in Position –563 einige „GC-Boxen“, die 
als Bindungsstellen für Sp1 Transkriptionsfaktoren dienen. Durch diese Faktoren (Sp-1) wird 
ebenfalls das RBE-Element (retinoblastoma binding element) in Position –54 erkannt, 
welches in vielen verschiedenen Arten hoch konserviert erhalten ist [37, 38]. Der Promotor 
der humanen MMP-9 enthält das TRE-Element (12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetat-
responsive-element) in Position –79, -533 und –1651, welches durch die Bindung des 
Transkriptionsfaktors AP-1, einem Dimer aus den Onkogenprodukten Fos und Jun, die MMP-
9-Transkription induziert. Mutationen im Bereich des AP-1-Motivs verhindern die gesamte 
MMP-Promoter-Aktivität [39]. Weiterhin existieren einige „GT-Boxen“ in Position –53, -
243, -294 und –480 und ein „TGFbeta inhibitory element“ in Position –474. Verschiedene 
Sequenzen mit Homologien zu dem „polyomavirus enhancer A-binding protein-3“ (PEA3), 
die durch die Onkogenprodukte Ets-1 und Ets-2 erkannt werden, können im MMP-9-
Promoter zwischen Position –599 und –531 gefunden werden [40]. Die MMP-9-Promoter 
Region enthält in Position -600 ein „nuclear factor-kB (NF-kB)“-Motiv, das der „p65 NF-kB 
binding site“ [41] entspricht und in vielen verschiedenen Arten zu finden ist [38]. Ein zweites 
Motiv in Position –328 entspricht der „p50 NF-kB binding site“ [41]. Zusätzlich sind zwei 
AP-2-Motive und ein kleines Segment von abwechselnden CA-Resten ((CA)n) im humanen 
und murinen MMP-9-Promoter zu finden [38]. 
 
Die Proteinstruktur und Aktivierung: 
Das MMP-9-Protein enthält mehrere strukturelle Domänen, die jeweils durch ein oder 
mehrere Exons codiert sind. Ähnlich zu den anderen Enzymen der MMP-Familie, besteht die 
MMP-9 aus einem Propeptid, einer katalytischen Domäne und einer C-terminalen 
Hämopexin-Domäne, die allgemein bereits in Abschnitt 1.2.1. beschrieben wurden [33].  
In der inaktiven Vorstufe der Protease besetzt ein Cystein-Rest des Propeptids die vierte 
Koordinationsstelle des katalytischen Zink-Ions. Die Aktivierung der proMMP-9 wird durch 
den Cystein Switch Mechanismus gesteuert [42]. In vitro kann die Interaktion zwischen der 
Thiol-Gruppe des Cysteins und des Zink-Ions durch Organoquecksilberverbindungen 
unterbrochen werden und ein Wassermolekül nimmt die vierte Koordinationsstelle des Zink-
Ions ein. Dadurch entsteht ein aktives Enzym, dass das Propeptid autokatalytisch abspaltet. In 
vivo wird die MMP-9 durch Trypsin, Chymotrypsin und Cathepsin B sowie von 
Aktivierungskaskaden ausgehend von der Zellmembran durch Plasmin aktiviert [43,44] (siehe 
Abbildung 3). Vermutlich wird durch diese Proteasen ein N-terminales Peptid vor der 
konservierten PRCGVPD-Region proteolytisch entfernt, wodurch eine 
16  EINLEITUNG   
Konformationsänderung erfolgt, die die Koordination des Cystein-Schwefels an das Zink-Ion 
aufhebt. Es tritt ein Wassermolekül an die frei gewordene  Koordinationsstelle und das MMP-
Intermediat kann sich autoproteolytisch zur aktiven MMP prozessieren [45].   
In den meisten Zellen wird die proMMP-9 in einem Komplex  mit TIMP-1 (tissue inhibitor of 
matrix metalloproteinases) sezerniert [46]. Die Inhibitoren der MMPs, welche deren Aktivität 
herabsetzen, werden in einem späteren Kapitel (1.5) genauer beschrieben. Die komplexierte 
Form kann durch Trypsin oder APMA (4-Aminophenyl-Quecksilber-Acetat) zu Formen mit 
niedrigerem Molekulargewicht und weniger starker Aktivität prozessiert werden [47]. Tritt 
die komplexierte Form vor der Aktivierung mit einer weiteren MMP, wie z.B. Stromelysin-1 
(MMP-3) oder Kollagenase-1 (MMP-1) in Kontakt, so erlangt die aktivierte Form eine höhere 
Aktivität [48]. Folglich wird die Aktivität sowohl durch Interaktionen mit TIMP-1 als auch 
anderen  MMPs reguliert. 
Die Interaktion von MMP-9 mit TIMP-1 wird  wahrscheinlich durch die Hämopexin-ähnliche 
Domäne vermittelt. Die Entfernung von weniger als acht Aminosäuren vom C-terminalen 
Anteil der MMP-9 verhindert eine Komplexbildung mit TIMP-1. Wird ein Cystein der 
Hämopexin-ähnlichen Domäne (Cys 704) mutiert, so findet ebenfalls keine Interaktion mit 
TIMP-1 mehr statt [49]. 
Die das katalytische Zink-Ion bindende hoch konservierte Region in der katalytischen 
Domäne beginnt in der MMP-9 wie bei anderen MMPs mit der Aminosäure Histidin. Wird 
dieser Histidinrest durch eine andere Aminosäure ersetzt (z.B. Alanin), verliert  die MMP-9 
ihre Enzymaktivität [50,51]. Neben der zinkbindenden Sequenz enthält die MMP-9 eine 
weitere hoch konservierte Region in der katalytischen Domäne: LXXDDXXGI [50]. Diese 
weist Ähnlichkeiten zu calciumbindenden Regionen in anderen calciumbindenden Proteinen 
auf. 
Die Fibronektin-ähnliche Domäne der MMP-9 besteht aus drei Fibronektin Typ II ähnlichen 
Einheiten (T2HU-1, T2HU-2 und T2HU-3). Zwei dieser homologen Abschnitte können 
Gelatine binden. Diese Fähigkeit wurde dadurch demonstriert, dass man die Abschnitte in 
exogene Proteine fusionierte, welche hiernach Gelatine binden konnten [52,53]. T2HU-2 
bindet effizienter als T2HU-3, während T2HU-1 überhaupt nicht bindet. Ist die Fibronektin-
ähnliche Domäne nicht vorhanden, so verliert das Enzym seine gelatinspaltende Aktivität 
[17]. Eine weitere gelatinbindende Domäne konnte vor kurzem im Bereich der Hämopexin-
ähnlichen Domäne der MMP-9 identifiziert werden [54]. Fibronektin-ähnliche Domänen sind 
zudem wichtig für die MMP-9-Bindung an Elastin. Ein rekombinantes Enzym, dem die 
entsprechenden Domänen fehlen, kann Elastin weder binden noch degradieren [55]. 
EINLEITUNG                                                                                              17                                                                                                                                       
    
In der Hinge Region kommt eine Typ V Kollagen-ähnliche Domäne vor, die jedoch für die 
Enzymaktivität oder die Substratspezifität der MMP-9 nicht entscheidend zu sein scheint. 
Eine Mutante, bei der diese Region fehlt, zeigt ähnliche Aktivitäten gegen Gelatine und Typ 
V Kollagen wie die Wildtypzellen [17]. 
 
 
Kollagensubstrate: 
Obwohl die MMP-9 aufgrund zahlreicher Veröffentlichungen als Typ IV Kollagenase 
bezeichnet wird, bestehen Meinungsverschiedenheiten darüber, ob sie wirklich natives 
Kollagen Typ IV spalten kann und als Typ IV Kollagenase in vivo agiert [46]. Durch Pepsin 
löslich gemachte Typ V Kollagene können bei einer Temperatur von 25°-37°C durch MMP-9 
gespalten werden [19,28,56]. Im Gegensatz zur MMP-2 spaltet die MMP-9 jedoch nicht das 
Typ I Kollagen.  
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Abb. 3  Aktivierung und Wirkung von Matrix Metalloproteinasen [39]. MMPs werden durch das 
Plasminogen/Plasmin-System oder durch die zelloberflächengebundene MT1-MMP aktiviert. Dies 
führt zum Abbau der ECM. Eine Negativregulation erfolgt durch die natürlichen Inhibitoren der 
MMPs, die TIMPs [44]. 
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Auch andere extrazelluläre Matrixproteine wie Aggrecan (Knorpelproteoglykan) werden 
gespalten. Das Link Protein, das die Interaktion zwischen Aggrecanen und Hyaluronsäure 
stabilisiert, ist ebenfalls ein Substrat für die MMP-9 [57]. 
Eine Vielzahl von anderen nicht extrazellulären Makromolekülen wird von MMP-9 gespalten, 
wie z.B. das Myelinbaseprotien [58,59] und das b Amyloid [60]. Das Myelinbaseprotein ist 
eine Komponente des Myelins, das als Myelinscheide die Fortsätze der Nervenzellen 
umscheidet [61,62]. Amyloid ist ein sich bei der Amyloidose ablagernder Protein-
Polysaccharid-Komplex [61]. Es existieren verschiedene Typen der Amyloide, wobei sich das 
b Amyloid bei der zerebralen Amyloidose im Gehirn anhäuft [63]. MMP-9 fördert den 
Gehirntod durch die Zerstörung zerebraler Zell-Matrix-Interaktionen und MMP-9 Knock-out 
Mäuse weisen nach zerebraler Ischämie verminderte Defekte der Bluthirnschranke und 
kleinere Infarktareale auf [64,65].  Darüber hinaus kann MMP-9 die Aktivität von Hormonen 
und Zytokinen regulieren, indem es  pro-IL-1 b und  pro-TNF a  aktiviert [66,67]. 
 
Funktionen der MMP-9: 
Während der Implantation des Trophoblasten in den Uterus ist eine ausgedehnte Degradation 
der ECM erforderlich. Es gibt mehrere Beweise, dass MMP-9 in diesem Prozess wichtig ist. So 
ist die MMP-9 die meist sezernierte Matrix Metalloproteinase in Zellkulturen von humanen und 
murinen Trophoblasten-Zellen [68,69]. 1998  zeigten Thiennu H. Vu und Zena Werb, dass 
MMP-9 defiziente Mäuse Defekte im Wachstum der langen Knochen zeigten, welche auf die 
verzögerte Angiogenese zurückgeführt wurden [70]. MMP-9 wird durch verschiedene 
Entzündungszellen stark exprimiert: neutrophile und eosinophile Granulozyten, Lymphozyten, 
Mastzellen und Makrophagen. Es scheint die subendotheliale Basalmembran während des 
Übertritts der Entzündungszellen vom Blutgefäßsystem ins umliegende Gewebe zu 
degradieren. Die Degradation der ECM und der Basalmembran, die durch MMP-9 initiiert 
wird, ist entscheidend bei der Ausbreitung von malignen Tumoren (siehe Kapitel 1.4.1) [4]. 
 
1.3.2 Gelatinase A: MMP-2 
 
1979 beschrieben Liotta und Mitarbeiter zum ersten Mal ein Enzym, das von einem 
metastasierenden Mäusetumor sezerniert wurde und lösliches Typ IV Kollagen degradierte 
[71]. Es handelte sich um die  72-kDa Gelatinase, die auch als 72-kDa Typ IV Kollagenase 
oder Matrix Metalloproteinase-2 (MMP-2) bekannt ist. Die Sequenzierung der cDNA erfolgte 
1988 und es zeigte sich, dass die  proMMP-2 über ein Molekulargewicht von 72 kDa verfügt.  
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Das Enzym stellte sich als zweites Mitglied der Familie der Matrix Metalloproteinasen dar. 
Der strukturelle Aufbau der MMP-2 ist homolog zu dem der MMP-9. Obwohl die Gelatinasen 
in vielen Beziehungen ähnlich sind, haben sie unterschiedliche Substratspezifitäten. Im 
Gegensatz zur Gelatinase B kann die Gelatinase A die Kollagene Typ I und Typ XI und 
Laminin degradieren, jedoch hat sie geringere Aktivitäten gegenüber Typ IV –und Typ V 
Kollagen. Die MMP-2 nimmt sowohl bei dem pathogenen Abbau extrazellulärer 
Matrixbestandteile und Basalmembranen als auch bei der Angiogenese eine Schlüsselrolle 
ein. Außerdem ist die MMP-2 in viele physiologische Prozesse, wie Proliferation, Adhäsion 
und Migration involviert. 
Einzigartig für die MMP-2 ist, dass sie von vielen verschiedenen Zelltypen exprimiert wird 
und dadurch eine ubiquitäre Verteilung in verschiedenen Geweben zeigt.  Weiterhin wurde 
ein nur für die MMP-2 zutreffender Aktivierungsmechanismus identifiziert [72]. Die 
Überführung der pro-MMP-2 in die aktive Form findet an der Zelloberfläche statt. Die pro-
MMP-2 bindet an einen MT1-MMP/TIMP-2-Komplex an der Zellmembran. Nach 
Assoziation einer zweiten MT1-MMP, die einen Teil des Propeptids abspaltet, entsteht im 
folgenden Autolyseschritt die vollständig aktive MMP-2.  
Die Promoterregion der MMP-2 zeigt entscheidende Unterschiede im Vergleich zu den 
Promoterregionen der anderen MMPs [73]. Sie ist durch das Fehlen von entscheidenden 
Gensequenzen (AP-1, PEA-3) und der Anwesenheit einer ´TATA´-Box gekennzeichnet 
[74,75]. Die ´TATA´-Box ist normalerweise ca. 30 bp von der Startstelle der Transkription 
entfernt und spielt eine zentrale Rolle in der Regulation der Transkription der meisten 
Promotoren. In der Promoterregion fehlt zusätzlich das TIE-Element (transforming growth 
factor b inhibitory element) [73]. Mit dieser Information über die Gensequenz stimmt überein, 
dass die MMP-2-Trankription durch TGF-b verstärkt exprimiert wird [76,77]. Der MMP-2-
Promoter enthält ein SP-1-Element und ein adenovirus E1A repressor-Element [78]. Die 
Anwesenheit des AP-2-Elementes (activator protein 2) trägt zur zelltypischen Expression von 
MMP-2 und MMP-9 bei [79]. Das AP-2-Element ist unentbehrlich für die Transkription des 
humanen MMP-2-Gens in HT1080-Zellen [78].         
 
1.4 Die Rolle der MMPs bei der Tumorinvasion und Metastasierung 
 
Die Proteolyse ist mit der Motilität maligner transformierter Zellen assoziiert. Solche lösen 
sich während des Invasionsprozesses vom primären Tumor und passieren strukturelle 
Barrieren wie die Basalmembran und die kollagenhaltige ECM der umgebenden 
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Stromazellen. Die Degradation letzterer spielt eine wesentliche Rolle bei der tumorinduzierten 
Angiogenese. 
Aussagen über die Rolle der MMPs bei der Tumorinvasion basieren hauptsächlich auf der 
Beobachtung hoher MMP-Expressionsspiegel in invasiven malignen Tumoren [81,82]. 
Hinweise auf die Aktivität bestimmter MMPs in Tumorgeweben in vivo existieren kaum [80]. 
Erhöhte TIMP-Spiegel verringern die Invasions- und die metastatische Kapazität der 
transformierten Zellen [83,84]. Zudem konnte gezeigt werden, dass die MMP Aktivität 
sowohl für die gesteigerte Motilität von Eptithelzellen [85] als auch für das Wachstum 
metastasierter Zellen [86] erforderlich ist. Ebenso wurde beschrieben, dass MMPs wesentlich 
für die Tumorangiogenese und –zellintravasation sind, die wiederum für das Tumorwachstum 
und die Metastasierung erforderlich sind [87,88]. Weitere Hinweise ergaben sich aus 
Experimenten mit MMP Knockout-Mäusen. Mäuse ohne MMP-7 zeigten im gesamten 
Intestinum eine verminderte Tumorigenität [89], während sich Mäuse ohne MMP-2 durch 
reduzierte Angiogenese und Tumorprogression auszeichneten [90]. MMP-11 Knock-out 
Mäuse wiesen nach chemischer Mutagenese eine reduzierte Tumorgenese auf [91].    
Die Expression von MMPs wird parakrin durch Wachstumsfaktoren und Zytokine reguliert, 
die selbst durch den Tumor infiltrierende Entzündungszellen sowie Tumor- und auch 
Stromazellen sezerniert werden. Untersuchungen belegen den Cross-talk zwischen 
Entzündungs-, Tumor- und Stromazellen [81,82,92,93]. Einer der Faktoren aus Tumorzellen 
ist EMMPRIN, welches zur Immunglobulinfamilie gehört und die Expression von MMP-1, 
MMP-3 und MMP-2 durch Fibroblasten induziert [94]. In vielen Tumoren exprimieren 
Stromazellen aktiv ECM-Komponenten, wie z.B. Typ-I-Kollagen. Das zeigt, dass das den 
Tumor umgebende Bindegewebe extensiven Umbauprozessen unterliegt und viele Tumore 
die Bildung eines tumorspezifischen Stromas sowohl am Primärtumor als auch im Bereich der 
Metastasen induzieren können [95,96]. Abbildungen 4 und 5 zeigen schematisch die 
Bedeutung der MMPs in der Karzinomentstehung. 
Bei der Invasion und Metastasierung von Tumorzellen spielt der Abbau von Basalmembran 
und ECM eine wichtige Rolle [4,80]. Die dabei erforderliche Proteolyse erfolgt zum Teil 
durch MMPs und wird durch Proteaseinhibitoren kontrolliert. 
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Abb. 4  Funktionen der MMPs in der Karzinomentstehung [8]  
Die Matrix Metalloproteinasen haben fördernde Funktionen in der Karzinomentstehung. Jedoch 
können die MMPs ebenfalls hemmende Funktionen in der Entwicklung von Karzinomen ausüben. 
Signaltransduktionswege mit gegenteiligen Effekten in der Karzinomentstehung  beginnen teilweise 
mit der Spaltung des gleichen Substrates. 
a) MMPs fördern das Karzinomwachstum, indem sie das ´insulin-growth-factor-binding protein´ 
(IGF-BP) spalten und dadurch IGF freisetzten; sie setzen transmembranäre Vorstufen von 
Wachstumsfaktoren einschließlich des ´transforming growth factor-a´(TGF-a) frei; sie regulieren 
die extrazelluläre Matrix (ECM), welche das Wachstum indirekt durch Interaktionen zwischen 
ECM-Molekülen und Integrinen fördert. Im Gegensatz dazu verhindern MMPs das 
Karzinomzellwachstum, indem sie ´transforming growth factor-b´(TGF-b) freisetzen. 
b) MMPs steigern das Überleben von Karzinomzellen, indem sie IGF freisetzen. MMPs fördern 
durch die Änderung der ECM-Zusammensetzung die Apoptose (indirekter Effekt).  
c) MMPs verbessern die Angiogenese durch Erhöhung der Bioverfügbarkeit des ´pro-
angiogenen´Wachstumsfaktores ´vascular endothelial growth factor´(VEGF), des ´fibroblast growth 
factor 2´ (FGF-2) und TGF-b. Diese Faktoren stimulieren die Proliferation und die Migration von 
Endothelzellen.  FGF-2 wird durch die Spaltung des ECM Proteins Perlecan freigesetzt, wobei der 
Mechanismus für die erhöhte VEGF-Bioverfügbarkeit unbekannt ist. Zusätzlich fördern die 
MMPs die Invasion von Endothelzellen durch Spaltung von strukturellen Komponeneten der 
ECM wie Kollagen Typ I und Typ IV und Fibrin.  Allerdings können MMPs auch die Angiogenese 
hemmen, indem sie Plasminogen und Kollagen Typ XVIII spalten. MMPs können sich ebenfalls an 
der Entstehung von Tumstatin (ein Fragment von Kollagen Typ V) beteiligen.  Weiterhin könnte 
die Spaltung des ´Urokinase-type plasminogen activator receptor (uPAR)´ auf der Zelloberfläche  
die Angiogenese verhindern, wobei uPAR für die Endothelzellinvasion in vitro erforderlich ist.                                                        
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d) Die MMPs regulieren die Invasion durch Degradation von strukturellen ECM-Komponenten. Die 
MMPs steigern die Invasion und Migration der Tumorzellen durch spezifische Spaltung von 
Laminin 5 (Lam-5). MMPs erhöhen die Invasion durch Spaltung von Adhäsionsmolekülen CD44 
und E-cadherin (E-cad). Der freigesetzte Teil von E-cad kann die Funktion von anderen 
ungespaltenen E-cad Molekülen zu verhindern. Die Bindung von MMP-9 an CD-44 ist für die 
Karzinomzellinvasion erforderlich. MMPs sind in der Lage durch die Spaltung von CXCL 12 
Metastasen zu verhindern. CXCL ist ein Chemokin der CXC Familie, das die Entstehung von 
Brustkrebsmetastasen fördert. 
e) MMPs fördern den Übergang von epithelialem Gewebe zu mesenchymalem Gewebe. Dieser 
Übergang ist durch Spaltung des Zelladhäsionsmoleküls E-cad und Freisetzung von TGF-b mit 
malignem Tumorzellverhalten assoziiert.  MMPs fördern ebenso die Differenzierung. Tumoren, 
die sich in MMP-9 Knock-out Mäusen entwickeln, sind weniger differenziert als Tumoren, die sich 
in Wildtyp-Mäusen entwickeln. 
f) Reaktiv entzündliche Zellen stellen einige der verantwortlichen MMPs für die 
Karzinomentstehung zur Verfügung. MMPs verhindern Immunreaktionen gegen Karzinomzellen. 
MMPs spalten den IL-2Ra (interleukin-2-receptor-a) auf T-Lymphozyten. Dadurch wird die 
Proliferation der T-Lymphozyten verhindert. MMPs setzen TGF-b frei, ein wichtiger Antagonist 
von T-Zell Reaktionen gegen Karzinomzellen.  MMPs spalten a1-proteinase inhibitor (a1-PI), 
wodurch eine abnehmende Karzinomzellsensitivität zu natürlichen Killerzellen entsteht und sie 
spalten eine Anzahl von Mitgliedern der CC und CXC Chemokin Familie mit dem Ergebnis, das 
diese Faktoren nicht länger an Leukozyten anheften.                                                                
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1.4.1 MMP-2 und MMP-9 bei der Tumorinvasion und Metastasierung 
 
Auch die Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 spielen eine wichtige Rolle in der Entwicklung 
und Progression von Tumoren. Insbesondere die MMP-9, die durch eine Plasmin-
/Stromelysin-1-Kaskade (siehe Kap.1.3.1., Abb.3) aktiviert wird, steigert die 
tumorzellmediierte ECM-Degradation und die Invasion in die Basalmembran signifikant. Der 
Prozess der Neovaskularisation von Tumoren, die für die Metastasierung bedeutend ist, ist mit 
den Gelatinasen assoziert [97]. Die Expression von  MMP-2 und MMP-9 erfolgt in 
verschiedenen malignen Tumoren [81,82,96]. An der Sekretion von Gelatinase B sind neben 
malignen Zellen auch  mesenchymale, epitheliale und hämatopoetische sowie 
inflammatorische Zellen (Makrophagen, Eosinophile) beteiligt [93,96,98]. Eine erhöhte 
Expression von MMP-9 wurde in Mammakarzinomen, Blasenkarzinomen, 
Prostatakarzinomen, Bronchialkarzinomen und Tumoren des Gehirns dokumentiert 
maligner
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Abb. 5   Die Rolle der Matrix Metalloproteinasen in der Tumorprogression [97]  
MMPs tragen zur Gewebezerstörung bei, die malignen Zellen die Invasion, Intravasation und  
Extravasation ermöglichen. 
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[99,100,101]. Eine wesentliche Rolle spielt MMP-9 bei Kolonkarzinomen. Die Aktivität der 
Protease ist im erkrankten Gewebe im Gegensatz zu gesundem Darmgewebe stark erhöht. 
Dieser Effekt konnte nicht für Rektumkarzinome gezeigt werden. Hier war die MMP-9 
Aktivität im Tumorgewebe und im gesunden Rektumgewebe ähnlich hoch. Die Aktivität der 
MMP-2 ist sowohl bei Kolonkarzinomen als auch bei Rektumkarzinomen im Gegensatz zu 
gesundem Gewebe nur leicht erhöht [102]. Die Aktivierung von MMP-2 und –9 erfolgt in 
SCC-Zellen (Squamous Cell Carcinoma) durch MMP-13, die wiederum von MT1-MMP 
aktiviert werden kann [103,93]. Durch diese Aktivierungskaskade wird eine Kooperation 
zwischen Tumor- und Stromazellen  gewährleistet. So wird in vivo die 
zelloberflächenlokalisierte proteolytische Aktivität stark erhöht. Die Aktivierungskaskade 
kann möglicherweise durch Inhibition einer dieser MMPs  blockiert werden und somit die 
ECM-Degradation im Rahmen der Tumorinvasion vermieden werden [80]. 
 
 
1.5 Inhibitoren der Matrix Metalloproteinasen 
 
1.5.1 Tissue Inhibitors of Matrix Metalloproteinases (TIMPs) 
 
Es existieren spezifische Inhibitoren, die die Matrix Metalloproteinasen und damit den Abbau 
der ECM hemmen: die „Tissue Inhibitors of Matrix Metalloproteinases“ (TIMPs) [104]. 
Bedeutsam für den Aufbau des Bindegewebes ist das Zusammenspiel zwischen den MMPs 
und den TIMPs. Die MMPs degradieren die Matrix. Werden diese durch ihre spezifischen 
Inhibitoren gehemmt, resultiert im gesunden Organismus ein ständiges Fließgleichgewicht 
zwischen Auf –und Abbau der ECM. Bei pathologischen Zuständen ist dieses Gleichgewicht 
gestört. So können hohe Spiegel an TIMPs durch verminderten Matrixabbau zur 
Akkumulation der Matrix führen. 
Die „Tissue Inhibitors of Matrix Metalloproteinases“ gehören zur Familie der Kollagenase 
Inhibitoren. 1975 wurde zum ersten Mal über ein Kollagenase inhibierendes Protein in 
Kulturüberständen von humanen Fibroblasten berichtet [105]. Bislang wurden vier TIMPs 
(TIMP-1, -2, -3, -4) identifiziert, die zu 35-40% in ihrer Aminosäuresequenz identisch sind 
und deutliche strukturelle Homologien besitzen [106]. 
Diese extrazellulären Proteine können mit hoher Affinität an spezifische MMPs  binden 
[103]. Während TIMP-1 und TIMP-3 vorzugsweise an MMP-9 binden, weist TIMP-2 eine 
erhöhte Affinität gegenüber MMP-2 auf. Die stärkste Bindung zwischen einem TIMP und 
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einer MMP besteht zwischen TIMP-1 und MMP-9 (Ki<10-10M) [49]. TIMP-1 bindet 
ebenfalls, allerdings weniger stark, an MMP-3 und an Progelatinase B [107]. TIMPs 
interagieren mit den aktiven Formen der MMPs, indem sie 1:1 Komplexe mit verminderter 
enzymatischer Aktivität bilden. TIMP-1 ist ein 28,5kDa Glykoprotein mit zwölf konservierten 
Cysteinresten, wodurch die sogenannte „sechs Peptidschleifen“-Struktur entsteht [108]. 
Aufgrund dieser Brückenbindungen scheint es resistent gegenüber extremen Temperatur- und 
pH-Wert Veränderungen zu sein [109]. TIMP-1 wird durch viele verschiedene Zellen, wie 
z.B. Fibroblasten, Monozyten, Makrophagen, Chondrozyten, Hepatozyten und Ito-Zellen 
synthetisiert [110,111]. Dabei erfolgt eine Hochregulierung z.B. durch IL-6 Typ-Zytokine und 
TGF b (transforming growth factor beta). Eine spezifische Herabregulierung von TIMP-1 
wurde bisher nur durch Dexamethason und Concanavalin A beobachtet [110,112].    
TIMP-1 hemmt nicht nur die Degradation der Matrix, sondern nimmt auch Einfluss auf das 
biologische Verhalten der Zellen. Der Inhibitor induziert Veränderungen in der 
Zellmorphologie, stimuliert Zellwachstum verschiedener Zelltypen und ist in die 
Keimzellentwicklung beider Geschlechter involviert [113]. So wuchsen humane 
Hepatomzellen, die stabil mTIMP-1 exprimieren, in Zellhaufen mit verstärktem Zell-Zell 
Kontakt und zeigten keine horizontale Migration im Wundheilungsassay  [114]. Außerdem 
wird beschrieben, dass TIMPs mit der Suppression von programmiertem Zelltod, mit 
Gewebeumformung während der Tumorprogression und mit mitogener Aktivität assoziiert 
sind [115,111]. TIMP-1 hemmt die Apoptose in Zellinien von Burkitt-Lymphomen [117] und 
in B-Zellen [118,119], wodurch es als Überlebensfaktor agiert. 
Neben den natürlichen Inhibitoren der MMPs wurde eine Vielzahl synthetischer Inhibitoren 
entwickelt [120]. Die inhibierende Wirkung dieser Substanzen beruht im allgemeinen auf der 
Chelatisierung des katalytischen Zink-Ions im MMP-Zentrum durch Thiol-, Carboxyl-, 
Phosphat-, Sulfodiimin- oder Hydroxamatgruppen. Pharmazeutisch einsetzbare Substanzen 
sollten sehr selektiv sein, um spezifisch die Überregulation bestimmter MMPs, z.B. bei der 
Ausbreitung von malignen Tumoren, zu hemmen [121].  
 
1.5.2 TIMP-1 Antagonist (MMP-9-H-401-A) 
 
Nicht nur die überschießende MMP-Expression, sondern auch ein Ungleichgewicht zugunsten 
der TIMPs führt zu pathologischen Zuständen. Erhöhte Spiegel von z.B. TIMP-1 fördern eine 
Fibrosebildung in der Leber, Lunge und Niere. Aus therapeutischen Gründen könnte es 
sinnvoll werden, TIMP-1 zu antagonisieren. Da das Protein mit hoher Affinität an MMP-9 
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bindet, wurde diese Matrix Metalloproteinase als Grundlage für einen potentiellen TIMP-1 
Inhibitor für weitere Studien ausgewählt [51]. Das Zink-Ion im katalytischen Zentrum der 
Protease wird durch drei Histidinreste in Position 401, 405 und 411 gebunden (siehe 1.2.1, die 
katalytische Domäne). Roeb und Mitarbeiter entwickelten im Jahre 2000 MMP-9 Mutanten, 
bei denen die Histidinreste an drei Positionen im aktiven Zentrum gegen Alanin ausgetauscht 
wurden: MMP-9-H401A, MMP-9-H405A und MMP-9-H411A. Dabei wurden humane 
Hepatomzellen mit Vektoren, die die Mutationen im MMP-9-Gen enthielten mittels der 
Calciumphosphat Präzipitationstechnik transfiziert [51]. Alle Mutanten waren enzymatisch 
inaktiv. Die MMP-9-H401A Mutante band zweifach effizienter an TIMP-1 als die MMP-9-
H405A Mutante, wohingegen die MMP-9-H411A Mutante überhaupt keine Bindung einging. 
Wildtyp-MMP-9 band ca. dreifach stärker an TIMP-1 als die MMP-9-H401A Mutante.  
Es stellte sich heraus, dass die Mutante mit der höchsten Bindungsaffinität (MMP-9-H401A) 
an TIMP-1 das Wachstumsmuster von TIMP-1 überexprimierenden Zellen aufheben konnte 
[51].  HepG2-TIMP-1 Zellen, die zusammen mit HepG2-MMP-9-H401A kultiviert wurden, 
wuchsen nicht mehr in den für sie typischen Zellnestern. Diese Ergebnisse erlauben die 
Annahme, dass eine katalytisch inaktive Metalloproteinase (MMP-9-H401A), die TIMP-1 
binden kann, als spezifischer Antagonist der TIMP-1 Aktivität in vivo verwendet werden 
könnte [51]. Die Mutation an Position 401 ist in Abbildung 6 dargestellt. 
 
Abb. 6   Domänenstruktur der MMP-9 [51] 
In der katalytischen Domäne ist der Histidinrest in Position 401 gegen Alanin ausgetauscht.  
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1.6 Signaltransduktionswege, die zur Expression von MMPs führen 
 
Die Expression von MMPs wird durch eine Reihe extrazellulärer Faktoren (Zytokine, 
Wachstumsfaktoren, Mitogene) und den Zellkontakt zur ECM reguliert. Die extrazellulären 
Faktoren binden an Rezeptoren in der Zellmembran und lösen eine ligandeninduzierte Homo- 
oder Heterodimerisierung der signalweiterleitenden Rezeptorketten aus. Dies führt zu einer 
Interaktion ihrer zytoplasmatischen Bereiche und somit zur Auslösung der Signalkaskade. Im 
Detail werden drei verschiedene Signaltransduktionswege über Mitogen-aktivierte-
Proteinkinasen (MAPK), die zur Expression von MMPs führen, näher erläutert [80]: der 
Ras/Raf/MAPK-Weg, der JNK/SAPK-Weg und der Weg über die p38-MAP-Kinase (siehe 
auch Abbildung 7). Die einzelnen Signaltransduktionswege stehen über einen „Crosstalk“ 
miteinander in Verbindung [122]: 
· Der Ras/Raf/MAPK-Weg wird durch Mitogene und Wachstumsfaktoren, die zur 
Phosphorylierung und damit zur Aktivierung des Rezeptors (siehe Abbildung 7, linker 
Signaltransduktionsweg) führen, ausgelöst. Der aktivierte Rezeptor bietet im Zellinneren  
Bindungsstellen für die Phosphatase SHP2, an die im phosphorylierten Zustand Grb2 
(„growth factor receptor bound protein-2“) assoziieren kann, welches keine katalytische 
Funktion, jedoch eine SH2- und zwei SH3- Domänen („SH“: „src homology“) aufweist 
[123]. Über die SH3-Domänen rekrutiert Grb2 seinerseits den Guaninnukleotid-Austausch-
Faktor Sos „son of sevenless“, was zu einer Translokation dieses Proteins vom Zytoplasma 
an die Zellmembran führt. Dadurch induziert Sos die Konversion der inaktiven GDP-
gebundenen Form von Ras in die GTP-gebundene aktive Form. Ras assoziert seinerseits 
mit Raf-1, einem Mitglied der Raf-Familie von Serin/Threonin-Kinasen [124], das nach 
seiner Aktivierung als übergeordnete Kinase für die dualspezifische MEK-1 dient. MEK-1 
aktiviert die MAP-Kinasen Erk1/2 über eine Tyrosin-/Threoninphosphorylierung [125]. 
ERKs phosphorylieren Ets-Transkriptionsfaktoren, die in die frühe Induktion der c-fos 
Gene involviert sind. Die Produkte der c-fos Gene heterodimerisieren mit Jun-Proteinen 
und bilden auf diese Art AP-1 Komplexe [122]. Diese Signaltransduktionskaskade wird vor 
allem mit Wachstum, Differenzierung und Entwicklung in Verbindung gebracht. 
· Der JNK/SAPK-Weg (siehe Abbildung 7, rechter Signaltransduktionsweg) wird durch 
inflammatorische Zytokine, Wachstumsfaktoren und Stress ausgelöst. Die 
Transduktionskaskade verläuft über die MEKK1-4, die die MKK4/MKK7 aktivieren, die 
schließlich die SAPK/JNK aktivieren. JNKs stimulieren die Transkriptionsfaktoren ATF-2 
und c-jun Proteine [122]. 
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· Die gleichen auslösenden Mechanismen sind für die Aktivierung des p38-MAP-Kinase-
Weges (siehe Abbildung 7, Signaltransduktionskakade in der Mitte) verantwortlich. Über 
TAK1/ASK1 kommt es zur Aktivierung von MKK3/MKK6, die zur Aktivierung der 
p38MAPK führen. Die p38MAPK phosphoryliert und verbessert die Aktivität des 
Transkriptionsfaktors ATF-2. Dieser bildet einen Komplex mit Jun-Proteinen und 
beeinflusst dadurch die Aktivität des Transkriptionsfaktors AP-1 [122].  
Diese zuletzt beschriebenen beiden Signaltransduktionskaskaden werden mit 
Entzündungsprozessen, Apoptose, Wachstum und Differenzierung in Verbindung gebracht.  
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Abb. 7   Drei verschiedene Signaltransduktionswege, die zur Expression von MMPs führen [80] 
Links ist die Ras/Raf/MAPK-Kaskade, die durch Mitogene, IL-6 und Wachstumsfaktoren ausgelöst 
wird, dargestellt. In der Mitte ist die Signaltransduktionskaskade über die p38-MAP-Kinase gezeigt 
und rechts befindet sich die Kaskade über die SAPK/JNKs. Beide werden durch Streß, 
inflammatorische Zytokine und Wachstumsfaktoren aktiviert. 
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Jeder dieser drei verschiedenen Signaltransduktionswege über Mitogen-aktivierte-
Proteinkinasen (MAPK) ist in die Expression der MMP-9 involviert [122]. In onkogen 
transformierten Rattenembryonalzellen und in SCC-Zellen erfolgte die MMP-9-Expression 
über den Ras/Raf/MAPK-Weg und/oder über den JNK/SAPK-Weg [37,39,126]. In weiteren 
Untersuchungen von Simon et al. zeigte sich, dass die durch Phorbolester stimulierte MMP-9 
Sekretion in den SCC-Zellen auf einer Stimulation des p38-MAP-Kinase-Weges beruhte 
[127]. Die basale MMP-9-Expression wird durch jeden der drei Signaltransduktionswege 
durch die Aktivierung des auf dem Promoter proximal gelegenen AP-1-Motivs gesteuert 
[39,127,128].    
Bislang existieren nur wenige Berichte über Signaltransduktionswege, die zur Expression von 
MMP-2 führen [122]. In Fibroblasten von Ratten, in v-src [129,130] und in v-crk [131] 
transformierten Zellen führte die Stimulation durch Concanavalin A zur Induktion des 
Ras/Raf/MAPK-Weges, jedoch nicht zur Stimulation des JNK/SAPK-Weges. Bei der MMP-
2-Expression von humanen Synovialfibroblasten scheint der Ras/Raf/MAPK-Weg aber keine 
Rolle zu spielen [132]. In humanen Ovarialkarzinomzellen konnte gezeigt werden, dass der 
p38-MAP-Kinase-Weg bei der basalen MMP-2-Expression involviert ist [133]. 
Möglicherweise ist auch die Interleukin-6-Typ-Zytokin-Signaltransduktion in die Expression 
der Matrix Metalloproteinasen involviert (siehe Abbildung 8). Die IL-6-Typ-Zytokine sind an 
der Akutphase-Reaktion des Körpers, an der Hämatopoese, der Differenzierung und dem 
Wachstum von B- und T-Zellen sowie an der neuronalen Differenzierung beteiligt. Wie alle 
anderen Zytokine üben auch die IL-6-Typ Zytokine ihre Wirkung auf Zielzellen aus, indem 
sie an spezifische hochaffine Zelloberflächenrezeptoren binden. Dies führt zur 
Dimerisierung/Multimerisierung des Rezeptors. Die Zytokinrezeptoren besitzen keine 
intrinsische Tyrosinkinaseaktivität zur Weiterleitung des Signals. Es konnte jedoch gezeigt 
werden, dass sie mit zytoplasmatischen Tyrosinkinasen der Janus-Familie interagieren [134].  
Diese Proteine haben ein Molekulargewicht zwischen 120 und 140kDa. In Säugetieren sind 
bisher vier Mitglieder dieser Familie bekannt: Jak1 [135], Jak2 [136], Jak3 [137] und Tyk2 
[138]. Die aktivierten Janus-Kinasen phosphorylieren im Bereich der Zytokin-Rezeptoren 
Tyrosin-Reste. Diese Tyrosin-Reste fungieren dann als Rekrutierungsstellen für Proteine mit 
SH2 „src homology 2“- Domänen wie STAT „signal transducer and activator of 
transcription“ Transkriptionsfaktoren. Im Fall der IL-6 Signaltransduktion assoziieren 
hauptsächlich STAT3 und STAT1 an Rezeptoruntereinheiten und werden ihrerseits Tyrosin-
phosphoryliert, verlassen den Rezeptorkomplex, homo- bzw. heterodimerisieren und  
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translozieren in den Zellkern. Hier binden die STAT- Dimere an das „IFN-stimulated 
regulatory element (ISRE)“ im Promoter der Zielgene und beeinflussen deren Transkription.  
 
Die Anwesenheit des ISRE-Elements im MMP-2 -und MMP-9-Gen ist noch nicht vollständig 
geklärt. Die vollständige ISRE-Sequenz scheint nicht vorhanden zu sein, jedoch können 
inkomplette ISRE-Sequenzen (zwischen Position –168 und –132 im MMP-2-Gen-Promoter 
und in Position –509, -345, -295 und –151 im MMP-9-Gen-Promoter) STAT-Dimere binden 
und die stimulatorischen Effekte vermitteln [122].     
Neben der Interleukin-6-Typ-Signaltransduktion sind weitere Zytokine, wie z.B. IL-1, TNF-a 
und TGF-b in die Expression der Matrix Metalloproteinasen einschließlich der MMP-9 
involviert. Der durch IL-1 und TNF-a induzierte Signaltransduktionsweg führt zur 
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB (siehe auch Abbildung 9, linker 
Signaltransduktionsweg). Der über TNF-a aktivierte Rezeptor stimuliert die „NF-kB-inducing 
kinase“ (NIK), die den IkB Kinase (IKK) Komplex, der aus den Untereinheiten IKKa und 
IKKb besteht, aktiviert. Der IKK-Komplex phosphoryliert IkB [139], das den 
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Abb. 8   Die IL-6-induzierte Signaltransduktion führt zur Aktivierung des Jak/STAT-
Signaltransduktionsweges, abgewandelt nach [134]. 
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Transkriptionsfaktor NF-kB in seiner latenten Form als Komplex aus p50 (NF-kB1) und p65 
(RelA) enthält. IkB dissoziiert vom Komplex und der Transkriptionsfaktor NF-kB transloziert  
 
 
 
in den Zellkern [122]. Hier wird die Genexpression über die Bindung an die „p50 NF-kB 
binding site“ im Promoter beeinflusst [41]. 
Abbildung 9 zeigt auf der rechten Seite den Signaltransduktionsweg, der über den 
„transforming growth factor beta“ (TGF-b) induziert wird. Nach Bindung von TGF-b an den 
Rezeptor phosphoryliert eine Untereinheit des Rezeptors TbRII untergeordnete Substrate, die 
sogenannten „Smads“ (Smad 1/2/3/5/8). Smad 2 und 3 dissoziieren vom Komplex und bilden 
eine neue Einheit mit Smad 4, die in den Zellkern wandert. Im Zellkern assoziert der Smad-
Komplex mit Transkriptionsfaktoren, wie z.B. AP-1 und ATF-2, um die Genexpression zu 
regulieren [140]. TGF-b wirkt auf die Genexpression der meisten MMP`s hemmend. Die 
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Abb. 9  Zwei verschiedene Signaltransduktionswege, die zur Expression von MMP-2 und MMP-9 
führen [122].   
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Genexpression der Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 wird in unterschiedlichen Geweben 
durch TGF-b jedoch induziert [122].        
 
1.7 Ziel der Arbeit 
 
Die Matrix Metalloproteinasen sind entscheidend für das Gleichgewicht zwischen Auf- und 
Abbau der ECM. Sie können durch spezifische Inhibitoren, die TIMPs, gehemmt werden. Die 
Balance zwischen aktivierten MMPs und deren Inhibitoren bestimmt die reine MMP-Aktivität 
und scheint die entscheidende Determinante im Matrix Turnover zu sein. Eine Dysbalance der 
beiden Komponenten ist mit einer Vielzahl von pathologischen Prozessen assoziiert, wie z.B. 
Tumorzellinvasion, Metastasierung und Fibrose [141,142,143,144]. Das Zusammenspiel 
zwischen MMPs und TIMPs ist nicht vollständig aufgeklärt. In der Studie von Roeb et al. 
(Increased TIMP-1 Activity Results in Increased Expression of Gelatinases and Altered Cell 
Motility, 1999, J Cell Biochem: 75, 346-355) konnte gezeigt werden, dass humane 
Hepatomzellen, die mTIMP-1 stabil exprimieren, gegenüber HepG2-Wildtypzellen vermehrt 
aktivierte Gelatinasen exprimieren. Dieses  Phänomen könnte in der ECM-Homöstase von 
Bedeutung sein und auf eine mögliche Selbstregulation hinweisen. Möglich wäre z.B., dass 
das vermehrt sezernierte mTIMP-1 als extrazellulärer Faktor an Zelloberflächenrezeptoren 
bindet, die eine Signaltransduktionskaskade aktivieren, und so die Expression von MMPs 
beeinflusst. 
Die für diese Arbeit relevante Fragestellung ist, welche Kinasen sind in die Regulation des 
MMP-9 Gens involviert, und wie werden diese durch TIMP-1 beeinflusst?  Als Kandidaten 
für die Untersuchungen mittels Western Blot-Analyse und Western Blot-Analyse nach 
Immunpräzipitation wurden folgende Kinasen gewählt: STAT 1 und P-STAT 1, STAT 3 und 
P-STAT 3, JAK 1 und P-JAK 1, JAK 2 und P-JAK 2, Ras GAP und JNK 1. In einer zweiten 
Versuchsreihe sollten die Zellen mit Inhibitoren der Signaltransduktionswege inkubiert 
werden und mittels RT-PCR auf MMP-9 und MMP-2 hin untersucht werden. Als chemische 
Inhibitoren dienten Genistein, ein Tyrosinkinaseinhibitor; SB 202190, ein p38-MAP-
Kinaseinhibitor und ein Inhibitor der MEK1/2 UO126 (siehe auch Abb. 7). 
Durch die Studie von 1999 ergaben sich weitere neue Erkenntnisse über die zellulären 
Funktionen von TIMP-1. Die stabil mTIMP-1 überexprimierenden Zellklone zeigten ein 
anderes Wachstumsmuster und Migrationsverhalten als die HepG2-Wildtypzellen.  
Das Migrationsverhalten TIMP-1 überexprimierender Zellklone sollte in Migrationsversuchen 
mit der „Boyden Chamber“ näher beleuchtet werden. 
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Woran liegt es, dass TIMP-1 überexprimierende Zellen in Zellnestern wachsen? Nimmt die 
Transfektion auf den Zellzyklus Einfluss? Die Zellen sollten aufgrund dieser Fragestellung 
auf den Zellzyklusinhibitor p21 untersucht werden. P21 bindet an die CDK2 und 4 (cyclin 
dependent kinases) und hemmt dadurch die Phosphorylierung ihrer Substrate. Auf diese 
Weise wird der Übergang von der G1-Phase in die S-Phase im Zellzyklus verhindert [3]. 
Die Aufklärung der intrazellulären Mechanismen der MMP-Genexpression und das 
Zusammenspiel mit den spezifischen Inhibitoren, den TIMPs, ist von großer Bedeutung im 
Hinblick auf therapeutische Ansätze in der Tumortherapie. Die Erforschung der 
Signaltransduktionsmechanismen stellt dabei einen möglichen Angriffspunkt dar.  
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2 MATERIAL UND METHODEN 
 
2.1 Chemikalien 
 
Alle Chemikalien wurden in der Qualität pro analysi verwendet. 
Folgende Chemikalien und Materialien wurden für die Anfertigung dieser Arbeit verwendet 
(Wenn es nicht anders erwähnt ist, sind die Chemikalien von der Firma Fluka Chemie AG 
Buchs, Deutschland) : 
Humanes IL-6 (Institut für Biochemie der RWTH Aachen, Deutschland), Biorad-
Gebrauchslösung für die Proteinbestimmung nach Bradford (München, Deutschland), 
Proteinstandardgemisch zur Größenabschätzung in der SDS-Polyacrylamidelektrophorese: 
Seeblue Plus P2 (Norvex, USA), PVDF-Membran für die Übertragung der Proteingemische 
(Pall Gelman Sciences, Rossdorf, Deutschland), ECL-Lösung (Amersham, UK), Protein-A-
Sepharose (Amersham, Uppsla Sweden), Genistein, SB 202190, UO 126 (alle Calbiochem, 
USA), First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV) (Roche Mannheim, 
Deutschland), Hot Star Taq DNA Polymerase (Quiagen, Hilden, Deutschland), 
Oligonukleotide (MWG-Biotech, Ebersberg, Deutschland), 1%Sea-Kem-LE-Agarose 
(Biozym, Hameln, Deutschland), DNA Molecular Weight Marker (Invitrogen, Carlsbad, 
Deutschland), Cell Proliferation Kit II [XTT] (Roche, Mannheim, Deutschland), Galardin 
(GM 6001) (Calbiochem, Bad Soden, Deutschland), MMP-2/MMP-9-Inhibitor I (2R,2,4-
Biphenylylsulfonylamino-3-propionsäure) (Calbiochem, Bad Soden, Deutschland), Boyden 
Chamber (Gaithersburg, US), DMSO, Filtereinlagen, b-Mercaptoethanol (alle Merck, 
Darmstadt, Deutschland),  APS, Aprotinin, Leupeptin, Na-Vanadat (alle Sigma, Steinheim, 
Deutschland), TEMED, EDTA, Triton, Bromphenol Blue (alle SERVA, Boehringer 
Ingelheim),  Glycin, Acrylamid 30% (beide ApliChem, Darmstadt, Deutschland), SDS, Tris, 
BSA (alle Carl Roth GMBH, Darmstadt, Deutschland), digitales Charged Coupeld Device 
(CCD)-Kamera-Systems (Fluor S Multiimager, Biorad, München) 
Die Nährmedien und Lösungen für die Zellkultur sowie die verwendeten Antikörper werden 
nachfolgend tabellarisch beschrieben (Kapitel 2.2.1 und 2.3).        
 
2.2 Eukaryontische Zellen und deren Kultivierung 
 
Im Untersuchungsmittelpunkt dieser Arbeit standen eine adhärent wachsende humane 
Hepatom-Zelllinie (Hep G2-Zellen, ATCC; HB-8058, Wesel) und deren Zellklone: 
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Die Herstellung und Funktionen der MMP-9-H401-A-Mutante sind in der Einleitung unter 
1.5.2   beschrieben. Im Ergebnisteil sind unter 3.1. die Herstellung und Funktionen der 
mTIMP-1 überexprimierenden Zellklone beschrieben [114,51]. 
 
HepG2 Zellklon M1 
 
HepG2 Zellklon M2 
 
HepG2 Zellklon M3 
 
HepG2 Zellklon T1 
HepG2 Zellklon T2 
HepG2 Zellklon T3 
HepG2 Zellen, die die mMMP-9-Mutante MMP-9-H-401-A stabil  
exprimieren 
HepG2 Zellen, die die mMMP-9-Mutante MMP-9-H-401-A stabil  
exprimieren 
HepG2 Zellen, die die mMMP-9-Mutante MMP-9-H-401-A stabil  
exprimieren 
HepG2 Zellen, die stabil mTIMP-1 exprimieren 
HepG2 Zellen, die stabil mTIMP-1 exprimieren 
HepG2 Zellen, die stabil mTIMP-1 exprimieren 
 
 
2.2.1 Nährmedien und Lösungen für die Zellkultur 
 
DMEM/F12 Flüssigmedium 
DMEM Flüssigmedium 
FKS; mykoplasmenfreies fötales Kälberserum 
Penicillin/Streptomycin 
Trypsin(0.05%)/EDTA(0.02%)-Lösung 
(Gibco, Eggenstein) 
(Gibco, Eggenstein) 
(Seromed, Berlin) 
(Gibco, Eggenstein) 
(Biochrom, Berlin) 
 
Die Zellen wurden bei 37°C wassergesättigter Luft mit 5% CO2 kultiviert. Die Kultivierung 
erfolgte auf 10 cm Durchmesser großen Platten in DMEM/F12-Medium, das mit 10% FKS 
ergänzt war. Dem Zellmedium wurde außer der angegebenen Menge fötalen Kälberserums 
100mg/l Streptomycin und 60 mg/l Penicillin zugesetzt. Zur Weiterkultivierung wurden 
konfluente Platten adhärent wachsender Zellen mit PBS (phosphate buffered saline) 
gewaschen und die Zellen durch eine Behandlung mit Trypsin/EDTA von der Platte gelöst. 
Die Vereinzelung der Zellen erfolgte mit Hilfe einer Kanüle. 
Zur Langzeitaufbewahrung wurden die Zellen in Medium mit 10% DMSO und 20% FKS 
aufgenommen, in Kryoröhrchen aliquotiert und für 24 h bei –80°C gelagert, bevor sie zur 
längeren Aufbewahrung in flüssigen Stickstoff überführt wurden.   
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PBS: 200mM NaCl 
2,5mM KCl 
8,0mM Na2HPO4   
1,5mM KH2PO4 
 
 
2.3 Antikörper 
 
Zur Detektion der Western Blots wurden verschiedene Antikörper eingesetzt, die im 
Folgenden aufgezählt werden: 
 
Erstantikörper: 
Anti-STAT 1 polyklonales Antiserum gegen ein Peptid entsprechend den 
Aminosäuren 688-710 innerhalb einer carboxyterminalen Sequenz  
bei STAT 1 b p84 und STAT 1 a p91 menschlicher Herkunft 
(Santa Cruz, USA) 
Anti-phospho STAT 1 polyklonales Antiserum gegen ein Peptid entsprechend den 
Aminosäuren 694-705 von phosphoryliertem murinem STAT 1 
(mit Kreuzaktivität zu phosphoryliertem humanem STAT 1) 
(Upstate Biotechnology, USA) 
Anti-STAT 3 monoklonaler Antikörper gegen den N-terminalen Bereich des 
Transkriptionsfaktors STAT 3 (Transduction Laboratories, USA) 
Anti-phospho STAT 3 polyklonales Antiserum gegen die tyrosinphosphorylierte Form des 
Transkriptionsfaktors Stat 3 (New England, Biolabs)  
Anti-Jak1 
 
polyklonales Antiserum gegen die Kinase-ähnliche Domäne der 
Jak1 (a-Jak 1, von Dr. A. Zimiecki, Bern, hergestellt) 
(zur Verfügung gestellt von dem Institut für Biochemie der RWTH 
Aachen, Prof. Heinrich) 
Anti-Jak1  
    pYpY 1022/1023 
polyklonales Antiserum gegen die tyrosinphosphorylierte Form der 
Kinase Jak 1 (Biosource International, USA) 
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Anti-Jak 2 polyklonales Antiserum gegen eine Aminosäurensequenz am C-
terminalen Ende von murinem Jak2 mit Reaktivität zu humanem Jak 
2 (Santa Cruz, USA)  
Anti-Jak 2 
    pYpY 1007/1008  
polyklonales Antiserum gegen die tyrosinphosphorylierte Form von 
Jak2 (Biosource International, USA)  
Anti-JNK 1 polyklonales Antiserum gegen den carboxy-terminalen Bereich von 
JNK 1 (Santa Cruz, USA) 
Anti-phospho-Tyr polyklonales Antiserum gegen phosphorylierte Tyrosinreste 
(Sigma-Aldrich Chemie GMBH Deisenhofen, Deutschland) 
(zur Verfügung gestellt von dem Institut für Biochemie der RWTH 
Aachen) 
Anti-Ras Gap monoklonaler Antikörper gegen Ras GTPase aktivierendes Protein 
(GAP) p120 (Santa Cruz, USA) 
Anti-p21 
 
polyklonales Antiserum gegen ein Peptid am carboxyterminalen 
Ende von humanem p21 (Santa Cruz, USA) 
Anti-TIMP 1 polyklonaler Antikörper gegen murines TIMP-1 
(Biodesign, Deutschland) 
Anti-MMP-9 (M-17) polyklonaler Antikörper gegen ein Peptid entsprechend einer 
Aminosäurensequenz am carboxyterminalen Ende der 
Vorläuferform von MMP-9 (Santa Cruz, USA) 
Anti-MMP-2 (AB-3) monoklonaler Antikörper gegen die Aminosäuren in Position 524 
bis 539 
(ausgehend vom Propeptid) der humanen MMP-2 
(Oncogene Research Products, England) 
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Zweitantikörper: 
Kaninchen-anti-Maus Ig polyklonales Antiserum gegen den konstanten Bereich des Maus-
Immunglobulins; Peroxidase-(HRP-) konjugiert 
(DAKO, Hamburg) 
Kaninchen-anti-Ziege Ig polyklonales Antiserum gegen den konstanten Bereich des 
Ziegen-Immunglogulins; Peroxidase-(HRP-) konjugiert 
(DAKO, Hamburg) 
Ziege-anti-Maus Ig polyklonales Antiserum gegen den konstanten Bereich des Maus-
Immunglobulins; Peroxidase-(HRP-) konjugiert 
(DAKO, Hamburg) 
Ziege-anti-Kaninchen Ig polyklonales Antiserum gegen den konstanten Bereich des 
Kaninchen-Immunglobulins; Peroxidase-(HRP-) konjugiert 
(DAKO, Hamburg) 
Affe-anti-Schaf/Ziege Ig polyklonales Antiserum gegen den konstanten Bereich des Schaf- 
bzw. Ziegen-Immunglobulins; Peroxidase-(HRP-) konjugiert 
(DAKO, Hamburg) 
Kaninchen-anti-Ziege Ig polyklonales Antiserum gegen den konstanten Bereich des 
Ziegen-Immunglobulins; unkonjugiert 
(DAKO; Hamburg)  
 
 
2.4 Zytokine 
 
IL-6 humanes Interleukin-6 wurde von dem Institut für Biochemie der 
RWTH   Aachen zur Verfügung gestellt, die spezifische Aktivität 
betrug 500U/ml 
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2.5 Nachweis der Kinasen in eukaryontischen Zellen 
2.5.1 Herstellung von Zelllysaten 
 
Zur Herstellung von Zelllysaten für die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurden die 
Zellen zweimal in kaltem PBS/Na-Vanadat gewaschen. Nach Zugabe von 500µl kaltem 
Triton-Lysispuffer mit Proteaseinhibitoren/10cm-Zellkulturschale wurden die Zellen mit 
Hilfe eines Gummischabers von der Platte gelöst und in ein Eppendorf-Reaktionsgefäß 
überführt. Nach 30-minütiger Inkubation auf Eis und kurzem Vortexen wurden durch 10-
minütige Zentrifugation bei 14000rpm und 4°C die Membranbestandteile abgetrennt. Die 
entstandenen Zelllysate wurden der Proteinbestimmung nach Bradford unterzogen und bei     
–20°C eingefroren. 
 
Triton-Lysispuffer: 20mM Tris HCl pH 7,5 
150mM NaCl 
1mM EDTA 
1% Triton X-100 
10mM NaF 
Phosphataseinhibitor: 
Proteaseinhibitoren: 
1mM Na3VO4 
1mM PMSF 
5µg/ml Aprotinin 
2µg/ml Leupeptin 
 
2.5.2 Proteinbestimmung nach Bradford et al. (1976) 
 
Der Proteingehalt der Lysate wurde photometrisch mit Hilfe eines Kits der Firma Biorad 
(München) nach der Methode von Bradford et al. (1976) ermittelt [145]. Dazu wurden 1-3µl 
der Proben mit einer  1:4-Verdünnung der Biorad-Gebrauchslösung gemischt und die 
Absorption bei 595nm bestimmt. 
 
2.5.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 
 
In der denaturierenden SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese werden Proteine ihrem 
Molekulargewicht entsprechend aufgetrennt. Die Eigenladung des Proteins wird durch das in 
den Lösungen befindliche Detergenz SDS überdeckt, die Faltung durch Reduktion der 
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Disulfidbrücken mit ß-Mercaptoethanol aufgehoben. Die Elektrophorese erfolgte in einer 
BioMetra-Kammer bei 30mA in einem diskontinuierlichen Gel nach Lämmli (1970) [146]. Je 
nach Größe der zu analysierenden Proteine wurden 7,5%ige, 8,75%ige oder 12,5%ige 
Trenngele mit 3%igen Sammelgelen eingesetzt. Durch den Vergleich mit einem 
Proteinstandardgemisch (Seeblue Plus P2, Novex, USA) ist eine Größenabschätzung der zu 
untersuchenden Proteine möglich [147]. 
 
Acrylamidlösung: 22,2%  Acrylamid 
0,6%  Bisacrylamid 
4 x Trenngelpuffer: 1,5M Tris HCl pH 8,8 
0,4% SDS 
4 x Sammelgelpuffer: 0,5M Tris HCl pH 6.8 
0,4% SDS 
10 x Elektrodenpuffer 0,25M Tris-Base 
1,92M Glycin 
1% SDS 
 
 
2.5.4 Elektroblotting 
 
In einem elektrischen Feld konnten die im PAA–Gel aufgetrennten Proteingemische mit 260 
mA in 15min auf eine Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF-Membran, Pall Gelman 
Sciences, Rossdorf, Deutschland) übertragen werden [148]. 
 
2.5.5 Western Blot-Analyse 
 
Der immunologische Nachweis von Proteinen auf PVDF-Membranen erfolgte mittels 
Western Blot-Analyse. Nach Absättigung der Membran mit BSA und Waschung mit TBS-N  
(pH 7,6) wurde sie mit einem Erstantikörper gegen das zu untersuchende Protein inkubiert. 
Im darauffolgenden Schritt wurde mit einem HRP (horseradish peroxidase) -konjugierten 
Zweitantikörper inkubiert und die Membran mit ECL-Lösung (Amersham) in der 
Dunkelkammer entwickelt. Jedes Ergebnis einer Western Blot-Analyse wurde dreimal 
reproduziert. 
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TBS-N: 10% BSA 
20mM Tris HCl pH 7,5 
137mM NaCl 
0,1% Nonidet P40 
 
2.5.6 Immunpräzipitation 
 
Zur Immunpräzipitation wurden die Zellysate mit 0,8-1mg der Antikörper gegen die zu 
präzipitierenden Proteine versetzt und über Nacht im Rotationsschüttler bei 4°C inkubiert. 
Anschließend wurden die Protein-Antikörper-Komplexe mit Hilfe von 5mg Protein A-
Sepharose/Ansatz in einer zweistündigen Inkubation bei 4°C präzipitiert. Durch 
Zentrifugation (13000rpm, 4°C, 1min) wurde die Sepharose sedimentiert und zur 
Verringerung der unspezifischen Bindung zweimal mit 500ml kaltem Waschpuffer 
gewaschen. Danach wurde die Sepharose in 25ml 2x Lämmli-Probenpuffer aufgenommen und 
die gebundenen Proteine durch Erhitzen auf 95°C für 5min abgelöst. 
 
Triton-Waschpuffer: 20mM Tris HCl pH 7,5 
150mM NaCl 
1mM EDTA 
0,1%    Triton X-100 
10mM NaF 
Phosphataseinhibitor: 
Proteaseinhibitoren: 
1mM Na3VO4 
1mM PMSF 
5µg/ml Aprotinin 
5µg/ml Leupeptin 
2x Lämmli-Probenpuffer: 20%  Glyzerin 
10%  ß-Mercaptoethanol 
4%  SDS 
125mM Tris-HCl pH 6,8 
0.01%  Bromphenolblau 
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2.6 Inhibitoren der Kinasen 
 
Die HepG2-Wildtypzellen und die Zellen, die stabil murines TIMP-1 exprimieren (T1, T2 
und T3), wurden mit Inhibitoren spezifischer Signaltransduktionswege inkubiert, die im 
Folgenden erläutert werden: 
Zur Inkubation wurden die Zellreihen auf Zellkulturschalen mit 6cm Durchmesser ausplattiert 
und mit 3ml Medium versorgt. Die Zelllinien wurden auf den Petrischalen bis zu einer 
Konfluenz von 80% gezogen. Jede Inkubation wurde 3x durchgeführt. 
 
2.6.1 Genistein (Calbiochem, USA) 
 
Genistein (4´,5,7-Trihydroxyisoflavon) hemmt Tyrosinkinasen einschließlich der 
Rezeptorkinase des epidermalen Wachstumsfaktors (IC50 = 2,6mM). Die Hemmung ist 
kompetetiv ATP- abhängig und nicht-kompetetiv abhängig von einem Phosphat-Akzeptor. 
Genistein hemmt die Zellproliferation von Tumorzellen und induziert deren 
Zelldifferenzierung. Die exogene Substratphosphorylierung durch die EGFR-Kinase und 
pp60v-src wird durch ähnliche Konzentrationen von Genistein (IC50 = 20-25mM) gehemmt. 
Auf die Proteinkinase C (PKC)  und Proteinkinase A (PKA) hat es nur geringen Effekt (IC50 = 
> 350mM). In Jurkat T-Leukämie Zellen ruft Genistein einen Zellzyklusabruch und Apoptose 
hervor. Der Inhibitor beugt einer durch einen anti-CD3 monoklonalen Antikörper 
hervorgerufenen Thymusapoptose vor. In vitro wird die Topoisomerse II - Aktivität gehemmt. 
Ebenso werden in vitro oxidative DNA –Schäden durch Genistein verhindert. HepG2-
Wildtypzellen und je drei verschiedene Zellklone stabil mTIMP-1-exprimierender HepG2-
Linien (T1, T2, T3) wurden mit 25µM Genistein und mit 50µM Genistein 24 Stunden 
inkubiert. Die verwendete Konzentration des Inhibitors von 25µm und 50µm entspricht der 
Größenordnung, welche auch in anderen in der Literatur beschriebenen Versuchen eingesetzt 
wurde [149]. Als Lösungsmittel für den Tyrosinkinaseinhibitor diente DMSO, das in dem 
Gemisch in einer Konzentration von 0,25% vorlag. Zur Kontrolle wurden die Zellen mit der 
gleichen Konzentration an DMSO (0,25%) 24 Stunden lang inkubiert. 
 
2.6.2 SB 202190 (Calbiochem, USA) 
 
SB 202190 (FHPI; 4-(4-Fluorophenyl)-2-(4-hydroxyphenyl)-5-(4-pyridyl)1H-imidazol) ist 
ein potenter und durch die Zellmembran permeabler Inhibitor der p38-MAP-Kinase. Es 
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hemmt die p38 Autophosphorylierung des Myelinbaseproteins (MBP) ohne Effekt auf die 
Aktivität von ERK oder JNK MAP kinase Untergruppen. Weiterhin inhibiert es die 
Kinaseaktivität von p38b (IC50 = 16nM in vitro und 350nM in Zellen) und die p38 
Phosphorylierung des aktivierenden Transkriptionsfaktors 2 (ATF-2; IC50 = 280nM). SB 
202190 blockiert die durch Lipopolysaccharide induzierte TNF-a- und Zytokinbiosynthese. 
Es wird beschrieben, dass der Inhibitor die LDL-Rezeptorexpression in Hep52 Zellen 
induziert. 
Die oben genannten stabilen Zellreihen wurden für 24 Stunden über Nacht mit 2.5mM SB 
202190 inkubiert. Die verwendete Konzentration des Inhibitors von 2,5µm entspricht 
derjenigen, welche auch in anderen in der Literatur beschriebenen Versuchen eingesetzt 
wurde [150,151]. Da der p38-MAP-Kinase-Inhibitor in DMSO gelöst war, wurde eine 
Kontollreihe der Zellen mit der gleichen Menge an DMSO (0.025%) inkubiert, um etwaige 
Effekte durch DMSO differenzieren zu können.  
 
2.6.3 UO 126 (Calbiochem, USA) 
 
UO 126 (1,4-Diamino-2,3-dicyano-1,4-bis(2-aminophenylthio)butadien) ist ein potenter und 
spezifischer Inhibitor von MEK1 (IC50 = 72 nM) und MEK2 (IC50 = 58 nM). Die Hemmung 
ist nicht-kompetitiv abhängig von den MEK-Substraten, ATP und ERK. Der Inhibitor hat nur 
wenig Einfluss auf andere Kinasen wie Abl, Cdk2, Cdk4, ERK, JNK, MEKK, MKK-3, 
MKK-4/SEK, MKK-6, PKC, und Raf. UO 126 wirkt immunsuppressiv durch Blockade der 
IL-2 Synthese und T-Zellproliferation. 
Die Inkubation der Zellen erfolgte ebenfalls für 24 Stunden über Nacht mit 1mM UO 126. Die 
verwendete Konzentration des Inhibitors von 1µm entspricht derjenigen, welche auch in 
anderen in der Literatur beschriebenen Versuchen eingesetzt wurde [152]. Da auch dieser 
Inhibitor in 0,1% DMSO gelöst war, wurde ebenfalls eine Kontrollreihe mit 0,1% DMSO 
mitgeführt.  
 
2.6.4 RNA-Isolation mit der Phenolextraktionsmethode 
 
Nach der Inkubation der Zelllinien mit den Inhibitoren der Signaltransduktionsfaktoren wurde 
das Kulturmedium abgenommen. Dann wurde 2x 1ml PBS auf die Petrischale gegeben und 
die Zellen wurden mit einem Gummischaber abgeschabt. Die Zellsuspension wurde in ein 2 
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ml Eppendorf-Cup überführt. Anschließend erfolgte eine zweiminütige Zentrifugation der 
Zellsuspension bei 1500rpm in einer Eppendorfzentrifuge,  und der Überstand wurde bis auf 1 
ml verworfen. Die Zellen wurden vorsichtig resuspendiert. Zu der entstandenen 
Zellsuspension  wurde 1ml Lysispuffer mit der folgenden Zusammensetzung gegeben:                                        
1ml Zellsuspension in PBS + 50µl 1M Tris pH 8,0         
10µl  DEP                          
100µl 20% SDS-pure         
850µl Phenol (H2O sat.)     
50 mM 
1 % 
2 % 
1 Vol. 
 
Danach wurde die Probe sofort kräftig auf dem Vortex gemischt, und die Phenolphase wurde 
bei 2min und 14000rpm abzentrifugiert. 
Dann wurde die wässrige Phase einschließlich der sich lang ziehenden DNA in ein neues 2ml 
Eppendorf-Cup überführt. Anschließend wurde die DNA geschert, indem man die Probe 
mehrmals mit einer 1ml Spritze durch eine englumige Kanüle drückte, bis man eine 
homogene Probe erhielt. Nun wurde 1ml der Probe mit 850µl Phenol auf dem Vortex 
gemischt und 2min bei 14000rpm abzentrifugiert. Die wässrige Oberphase wurde in ein neues 
Eppendorf-cup überführt. Dieser Vorgang wurde dann noch zweimal mit 1ml 
Phenol/Chloroform (1Vol.) wiederholt. Anschließend wurde 1ml der entstandenen wässrigen 
Phase zur RNA-Fällung mit 333µl 8M LiCl  bei 4°C für 2 Stunden inkubiert. Nach 
Zentrifugation der Probe wurde das Zellpellet 3x mit je 500µl kaltem 70% Ethanol 
gewaschen. Danach wurde das Pellet in der Speed Vac getrocknet und in 50µl 
Diethylphthalat-H2O resuspendiert. 
Die RNA-Konzentration wurde photometrisch bestimmt. Dazu wurde die optische Dichte der 
Probe in einer 1:400 Verdünnung in einer Quarzküvette in einem Spektralphotometer 
gemessen. 
Eine optische Dichte von 1 bei 260nm entspricht 45µg/ml einzelsträngiger RNA.                              
Es wurde die totale Ausbeute an RNA errechnet, und die Proben wurden auf eine 
Konzentration von 1µg/µl eingestellt. Die RNA-Proben wurden bei –20°C aufbewahrt. 
 
2.6.5 Reverse Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) 
 
Die durch die Phenolextraktionsmethode entstandene RNA wurde in der RT-PCR in cDNA  
umgeschrieben und mittels spezifischer Primer auf MMP-2 und MMP-9 hin untersucht. 
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Zunächst wurde 1µl  RNA  jeder Probe  5min bei 65°C erhitzt und anschließend 5min auf Eis 
gekühlt. 
Die so linearisierte RNA wurde mit 19µl aus dem folgenden PCR-Ansatz (first Strand cDNA 
Synthesis Kit  for RT-PCR (AMV), Roche Mannheim) im Thermocycler in cDNA 
umgeschrieben: 
 
1µl RNA     + 10x Reaction Buffer (100mM Tris, 500mM KCL; pH 8,3)       
MgCl2 25mM 
Deoxynucleotide Mix: 10mM je dATP, dCTP, dTTP, dGTP 
Oligo-p(dt)-Primer: 0,02A(260) units/µl (0,8µg/µl) 
RNAse Inhibitor: 50units/µl 
AMV-Reverse-Transkriptase: 24µl/~530 units 
Gelatine: 0,01mg/ml 
H2O 
2µl 
4µl 
2µl 
2µl 
1µl 
0,8µl 
0,4µl 
6,8 µl 
 
 
Im Thermocycler durchliefen die Proben folgende Schritte: 
1. 
2. 
3. 
4. 
10min 
60min 
5min 
5min 
25°C 
42°C 
95°C 
4°C 
Annealing 
Synthese 
Denaturierung 
Kühlung 
  
5µl der entstandenen cDNA wurden mit 95µl des folgenden Reaktionsansatzes gemischt und 
mittels spezifischer Primer auf MMP-2 und MMP-9 hin untersucht. 
 
10x Reaction Buffer (100mM Tris, 500mM KCL; pH 8,3)       
MgCl2 25mM 
Deoxynucleotide Mix: 10mM je dATP, dCTP, dTTP, dGTP 
Gelatine: 0,01mg/ml 
Sense Primer: 1pmol/µl 
Anti Sense Primer:1pmol/µl 
Hot Star Taq DNA Polymerase 5U/µl (Quiagen, Hilden) 
H2O 
10µl 
10µl 
2µl 
2µl 
2µl 
2µl 
0,5µl 
66,5 µl 
   
Im Thermocycler durchliefen die Proben folgende Schritte: 
46  MATERIAL UND METHODEN   
1. 
2. 
3. 
4. 
5. 
6. 
15min 
1min 
1min 
2min 
5min 
95°C 
96°C 
72°C 
72°C 
70°C 
4°C 
Aktivierung der Hot Star Taq Polymerase 
Denaturierung 
Primer-Bindung (MMP-2 bzw. MMP-9) 
Polymerization 
Extension 
Lagerung 
 
Schritte 2 bis 4 wurden 35x durchlaufen. 
Folgende Oligonukleotide (MWG-Biotech, Ebersberg) wurden zur Herstellung von MMP-2 
und MMP-9 eingesetzt: 
RT-PCR Sense PEX (MMP-9) 
RT-PCR AS PEX (MMP-9) 
NeuMMP2RTPCRSense 
RTPCRMMP2ASNEU 
5´-GAGGCCTCTACAGAGTCTTTG-3´ 
5´-AGGGCACTGCAGGAGGTCGTAGG-3´ 
5´-CCACGCTGCGGCAACCCAGATGTGGCCAAC-3´ 
5´-GGCGTGGCCAAACTCGTGGGCTGCCAC-3´ 
 
 
2.6.6 Auftrennung von DNA-Fragmenten in der Agarose-Gelelektrophorese 
 
Die Größen der entstandenen DNA-Fragmente wurden elektrophoretisch ermittelt. 15µl der in 
der RT-PCR gewonnenen Proben wurden mit 5x DNA–Probenpuffer versetzt und auf ein 
Agarosegel (1%Sea-Kem-LE-Agarose, Biozym, Hameln) geladen. Der Agarose wurde 0,1µg 
Ethidiumbromid zugesetzt, um die DNA-Banden unter UV-Licht auf einem Transilluminator 
bei 302nm sichtbar zu machen. Als Größenstandard diente ein DNA Molecular Weight 
Marker (Bulk). Die DNA-Gele wurden mit einem Polaroidfilm aufgenommen. 
 
5x DNA Probenpuffer 25% Ficoll 400.000 
0,4% Xylencyanolblau 
0,4% Bromphenolblau 
1x TAE-Laufpuffer 40mM Tris-Base 
50mM EDTA 
5mM Na-Acetat 
32mM Essigsäure 
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2.6.7 Densitometrische Quantifizierung von DNA-Fragmenten 
 
Die Banden der fotographierten DNA–Gele wurden durch das Digitale Fluor S Multimager 
CCD-Kamera-System eingelesen und mit Hilfe des Densitometrie-Programms Quantity One 
(Biorad, München) analysiert. Die Werte wurden gegen den Hintergrund abgeglichen. Die 
Ergebnisse in den Balkendiagrammen (siehe Ergebnisse 3.4) stellen den Mittelwert aus 3 
Messungen dar.     
Zur Analyse der Meßwerte wurde ein einseitiger T-Test mit einem Signifikanzniveau von 5% 
herangezogen (Auswertesoftware: Microsoft-Excel).  
2.7 Proliferationsassay 
 
Mittels Proliferationsassay  (Cell Proliferation Kit II [XTT] Roche, Mannheim) bestimmt man 
quantitativ das Zellwachstum und die Lebensfähigkeit der Zellen. 
Die Zellen wurden bei 37°C wassergesättigter Luft mit 5% CO2 auf 96er wells kultiviert. Die 
Anzahl der Zellen in der Zellsuspension wurde in der Neubauerkammer bestimmt. Die 
Zellsuspension wurde mit einer entsprechenden Menge Medium versetzt, um die gewünschte 
Zielkonzentration zu erhalten. Man setzte je Zellklon drei Zielkonzentrationen ein: 10000 
Zellen / 100µl Medium, 25000 Zellen / 100µl Medium und 50000 Zellen / 100µl Medium. 
Alle Versuche wurden 4x durchgeführt. Die Zellen wurden mit 50µl einer Mischung aus XTT 
(Natrium 3`-[1-(Phenylaminocarbonyl)-3,4-Tetrazolium]-bis (4-Methoxy-6-Nitro) Benzol 
Sulfonsäurehydrat) (1mg/ml) und PMS (N-methyl Dibenzopyrazin Methylsulfat) (1,25mM) 
72h lang inkubiert. Metabolisch aktive Zellen spalten das gelbe Tetrazolium Salz in einen 
orangen Formazan Farbstoff. Die Umwandlung erfolgt nur in lebenden Zellen. Das 
Entstehungsprodukt wurde spektrophotometrisch mittels ELISA-Reader bei einer 
Wellenlänge von 480nm nach 72 stündiger Inkubation quantifiziert. Je höher der 
Absorptionswert liegt, desto besser proliferieren die Zellen. 
 
2.8 Boyden Chamber Experimente 
 
Filtereinlagen mit einer Größe von 0,64cm2 und 8µm großen Poren, die mit einer dünnen 
Schicht Gelatine (125µg/cm2) beschichtet waren, wurden den Herstellerangaben entsprechend 
hydratisiert [153]. Die Zellen wurden durch Trypsin-EDTA gelöst und mit DMEM, das 10% 
FKS enthielt und serumfreien DMEM der Reihenfolge nach abgespült. Die abgelösten Zellen 
wurden in serumfreiem DMEM (2,5x105 Zellen/ml) resuspendiert. 800µl der Suspension 
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wurde in die obere Kammer der Boyden Chamber (Neuroprobe; Gaithersburg, USA) 
eingefüllt. Zu den Zellen wurde der MMP-Inhibitor Galardin in einer Konzentration von 
2µmol oder der MMP-2/MMP-9-Inhibitor I in einer Konzentration von 20µmol 
hinzugegeben. Zum Vergleich wurden Zellen auch ohne die Inhibitoren mit 0,1% DMSO als 
Kontrolle in der Boyden Chamber inkubiert. Galardin (N-[(2R)-2-
(Hydroxamidocarbonylmethyl)-4-methylpentanoyl]-L-tryptophan Methylamid) ist ein 
Breitspektruminhibitor von MMPs und hemmt MMP-1, -2, -3, -8 und -9. 
Das untere Kompartiment der Boyden Chamber wurde mit fötalem Kälberserum, das als 
Chemoattraktans diente, beladen. Die Kammern der Boyden Chamber wurden 4 Stunden bei 
37°C und 5% CO2 in einem Gewebeinkubator inkubiert. Die Zellen auf der Oberfläche der 
Filter wurden abgenommen und die Zellen auf der Unterseite wurden mit 10% Methanol 
fixiert und mit Hämatoxylin und Eosin gefärbt. Die Filter wurden mit destilliertem Wasser 
abgespült, getrocknet und lichtmikroskopisch untersucht. Aus der Anzahl der Zellen von 5 
zufällig ausgewählten optischen Feldern (400fache Vergrößerung) aus jeweils drei Filtern 
wurden Durchschnittswerte gebildet, um die Anzahl der migrierenden Zellen bestimmen zu 
können.   
Zur Analyse der Meßwerte wurde ein zweiseitiger T-Test mit einem Signifikanzniveau von 
5% herangezogen (Auswertesoftware: Microsoft-Excel). 
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3 ERGEBNISSE 
 
3.1 Zusammenhang zwischen TIMP-1 Überexpression und Expression aktivierter 
Gelatinasen 
    
 
Ausgangspunkt dieser Arbeit sind Untersuchungen an humanen Hepatomzellen (HepG2), die 
1999 stabil mit einem mTIMP-1-Vektor transfiziert worden sind [114]. Für die Transfektion 
wurde ein  Vektor ausgewählt, der ein Neomycin Resistenzgen enthält (pcDNA3.1.). Die 
HepG2-Wildtypzellen wurden in einem Neomycin enthaltendem Medium kultiviert und durch 
Northern Blot-Analyse auf die Expression von mTIMP-1 hin untersucht. Verschiedene 
Zellklone, die mTIMP-1 exprimierten, konnten isoliert werden. Für die Versuche in der hier 
vorliegenden Arbeit wurden die Zellklone T1, T2 und T3 (Bezeichnung für die mTIMP-1-
Zellklone)  verwendet, die stabil mit dem pcDNA3.1 - mTIMP-1 Vektor transfiziert waren. 
HepG2-Zellen, die mTIMP-1 stabil exprimieren, zeigen ein anderes Wachstumsmuster als 
HepG2-Wildtypzellen. Erstere wachsen in Nestern und liegen übereinander, wohingegen 
letztere als Monolayer wachsen. Das Migrationsverhalten der Zellen wurde in 
Zellkulturexperimenten untersucht. Wird die Hälfte von Zellen einer vollgewachsenen Petri-
Schale entfernt, so bleiben die Zellen der anderen Hälfte untereinander in Kontakt. Im 
Gegensatz dazu wandern die Wildtypzellen nach gleicher Behandlung in die unbesetzten 
Bereiche. Nicht transfizierte HepG2-Zellen, die mit Überständen der Zellklone für 48h 
Stunden inkubiert wurden, zeigen das gleiche Phänomen im Zellattachment wie die Zellklone 
selbst. Weiterhin ist zu erwähnen, dass die transfizierten Zellen ein verändertes Verhalten 
gegenüber Metalloproteinasen aufweisen: die Überstände der drei Zellklone (T1, T2, T3) 
inhibieren deren Aktivität.  
Im Rahmen dieser Arbeit wurden zunächst die Ergebnisse der oben beschriebenen Studie 
reproduziert und bestätigt. Abbildung 10 zeigt einen Western Blot, der nachweist, dass in den 
Überständen von HepG2-Zellen, die stabil mit einem mTIMP-1 kodierenden 
Expressionsvektor transfiziert wurden, mTIMP-1 (28,5kDa) nachweisbar ist (Zellklon T1 = 
Bahn 2, Zellklon T2 = Bahn 3, Zellklon T3 = Bahn 4). Es wurden 10µg Protein pro Bahn 
eingesetzt. Die Proteine wurden durch SDS-Page-Gelelektrophorese getrennt und auf eine 
PVDF-Membran übertragen (siehe Kapitel 2.5.3 und 2.5.4). Anschließend erfolgte die 
Detektion mit einem polyklonalen Antikörper gegen murines TIMP-1. In der Abbildung 10 
zeigt der Pfeil die Position des mTIMP-1 Proteins. Es ist demnach gelungen, Zellreihen, die 
mTIMP-1 exprimieren, für weitere Experimente zu etablieren. In der Probe der humanen  
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Hepatomzellen (Bahn 1) wurde kein TIMP-1 nachgewiesen, da der verwendete Antikörper 
nur murines TIMP-1 erkennt. Aus der Literatur ist jedoch bekannt, dass humane 
Hepatomzellen geringe Mengen von TIMP-1 exprimieren [154]. 
 
Im Gegensatz zu den HepG2-Wildtypzellen exprimieren die mit einem mTIMP-1-Vektor 
transfizierten Zellklone vermehrt die Matrix Metalloproteinasen MMP-9 (86kDa) und MMP-
2 (66kDa) [114]. Dabei handelt es sich um die aktivierten Formen der Gelatinasen humaner 
Herkunft. Abbildung 11 zeigt dieses Ergebnis für MMP-2. Bahn 5 wurde mit einem 
serumfreiem Überstand von HepG2-Wildtypzellen beladen; die Bahnen 2,3 und 4 jeweils mit 
dem serumfreien Überstand der Zellklone T3, T1 und T2. Es wurden je 2µg Protein 
eingesetzt. Ein MMP-Standard (MMP-St.), der sowohl die aktivierte (66kDa) als auch die 
Vorläuferform (72kDa) der MMP-2 enthielt, wurde auf Bahn 1 aufgetragen. Zur Detektion 
wurde ein monoklonaler Antikörper gegen die hämopexinähnliche Domäne der MMP-2 in 
einer Verdünnung von 1:1000 verwendet. In HepG2-Zellen, die stabil mTIMP-1 exprimieren, 
zeigen sich verglichen mit den HepG2-Wildtypzellen 10-fach höhere Mengen von 66kDa 
MMP-2. 
 
 
 
 
1      2      3       4 
Abb. 10 Western Blot der HepG2-Zellen, die stabil  
mTIMP-1 exprimieren; der Pfeil zeigt die Position 
des mTIMP-1-Proteins bei 28,5kDa. (Gezeigt ist 
ein repräsentatives Ergebnis von drei Western 
Blots. ) 
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Abbildung 12 demonstriert die vermehrte Sekretion von humanem MMP-9 durch die stabil 
mTIMP-1 exprimierenden Zellklone. Hier wurde je Bahn 4µg Protein eingesetzt. Bahn 1 
wurde mit dem Überstand von humanen Hepatomzellen, und Bahnen 2 und 3 mit solchem 
von Zellen, die die MMP-9-H401A-Mutante exprimieren (Zellklon M1) [51] beladen. Die 
Bahnen 4, 5 und 6 wurden mit Überständen  stabil mTIMP-1 exprimierender Zellen (Zellklon 
T1, T2 und T3) präpariert. Die Detektion erfolgte mit einem polyklonalen Antikörper gegen 
die C-terminale hämopexinähnliche Domäne der MMP-9. Der Antikörper erkennt sowohl 
humane als auch murine MMP-9.  
Abb. 11 Western Blot Analyse der TIMP-1 Zellklone hinsichtlich 
ihrer MMP-2-Expression. Es zeigt sich eine signifikant gesteigerte 
Expression von MMP-2 in den TIMP-1 Zellklonen im Vergleich zu 
den HepG2-Wildtypzellen [114]. (Gezeigt ist ein repräsentatives 
Ergebnis von drei Western Blots. ) 
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Abb. 12 Western Blot-Analyse der TIMP-1-Zellkone hinsichtlich ihrer MMP-9-Expression. Es zeigt 
sich eine signifikant gesteigerte MMP-9-Expression in den TIMP-1-Zellklonen (Bahnen 4, 5 und 6) im 
Vergleich zu den HepG2-Wildtypzellen (Bahn 1). Der Zellklon M1 (Bahnen 2 und 3) exprimiert 
murines MMP-9 mit einem höheren Molekulargewicht. (Gezeigt ist ein repräsentatives Ergebnis von 
drei WesternBlots. ) 
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Die aktive Form der MMP-9 (86kDa) konnte in einer signifikant höheren Konzentration (in 
der densitometrischen Auswertung um Faktor 4 in den Zellklonen als im Überstand von 
HepG2-Wildtypzellen detektiert werden. Als Positivkontrolle diente der Zellklon M1, der die 
MMP-9-H401A-Mutante stabil exprimiert [51]. Die Differenz der Mobilität der Banden von 
Zellklon M1 (murines MMP-9) und den Zellklonen T1, T2 und T3 (humanes MMP-9) ist 
durch das unterschiedliche Molekulargewicht von muriner (110kDa) und humaner MMP-9 
(92 kDa) zu erklären. 
 
3.2 Identifikation der durch TIMP-1 aktivierten Signaltransduktionskaskaden anhand 
ausgewählter Kinasen  
 
Bei der Fragestellung, ob TIMP-1 auf die IL-6-Typ-Zytokin-Signaltransduktion einwirkt und 
dadurch eine vermehrte Expression von Gelatinasen induziert, ist es wichtig, die involvierten 
Proteinkinasen zu untersuchen und hinsichtlich ihrer Aktivierung zu beurteilen. Ein 
Versuchsansatz, der auch in dieser Arbeit angewandt wurde, besteht darin, die Kinasen nach 
Lyse der Zellen mittels Immunpräzipitation und/oder Western Blot-Analyse nachzuweisen, 
um dadurch Rückschlüsse auf die aktivierten Signaltransduktionskaskaden ziehen zu können. 
Wichtig ist dabei der Vergleich zwischen den HepG2-Wildtypzellen und den HepG2-Zellen, 
die stabil mTIMP-1 exprimieren. Für die Studien zur Signaltransduktion wurde beispielhaft 
der Zellklon T1 ausgewählt, da dieser am meisten mTIMP-1 exprimiert [109].  
 
3.2.1 Jak1 und phosphoryliertes Jak1 
 
Nach Bindung der IL-6 Zytokine an die hochaffinen Oberflächenrezeptoren kommt es zu 
deren Di- bzw. Multimerisierung und zur Signalweiterleitung über die zytoplasmatischen 
Tyrosinkinasen der Janus-Familie (Jak1 und Jak2; siehe auch Einleitung 1.6.). Abbildung 13a 
zeigt einen von drei Western Blots nach Immunpräzipitation, der mit einem polyklonalen 
Antikörper gegen  Jak1 (130kDa) detektiert wurde. Es handelt sich um einen gestrippten 
Western Blot. Die Zelllysate von HepG2-Wildtypzellen; HepG2-Zellen, die 10 Minuten mit 
200U IL-6/ml Medium stimuliert wurden; Zellklon M1 (MMP-9-H401A-Mutante) und 
Zellklon T1 wurden mittels Immunpräzipitation mit 0,8µg des Antikörpers versetzt. Die 
Bahnen wurden mit der gesamten, bei der Lyse der Zellen gewonnenen Proteinmenge beladen 
(Bahn 1 = HepG2; Bahn 2 = HepG2 nach 10minütiger IL-6 Stimulation; Bahn 3 = Zellklon 
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M1; Bahn 4 = Zellklon T1). Der Pfeil in der Abbildung zeigt die Position von Jak1. In den 
untersuchten Zellreihen ist ein ungefähr gleich starkes Signal von Jak1 zu erkennen.  
Während der Signaltransduktion werden die einzelnen Kinasen kaskadenartig phosphoryliert 
und lösen  dadurch die Aktivierung der ihnen nachgeschalteten Faktoren aus. Aus diesem 
Grund ist es wichtig zu überprüfen, ob die nachgewiesenen Kinasen auch im aktivierten 
Zustand vorliegen. Abbildung 13b zeigt den Western Blot von Abbildung von 13a bevor er 
gestrippt wurde, und mit einem polyklonalen Antikörper gegen phosphoryliertes Jak1 
detektiert wurde. Da der Blot gestrippt wurde, kann man die Detektion gegen 
phosphoryliertes Jak1 als Gegenfärbung für die Detektion gegen Jak1 betrachten und 
umgekehrt. Der Pfeil zeigt die Position des phosphorylierten Jak1 bei 130kDa. Nur in den mit 
IL-6 stimulierten HepG2-Wildtypzellen ist phosphoryliertes Jak1 vorhanden. 
Offensichtlich lief zum Untersuchungszeitpunkt nur in dieser Zellreihe eine 
Signaltransduktion über aktiviertes Jak1 ab. 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 13a Jak1 Expression in Zellklon 
T1 (Bahn 4), HepG2-Wildtypzellen 
(Bahn 1) und in HepG2-Zellen nach 
zehnminütiger IL-6-Stimulation (Bahn 
2) in der Western Blot-Analyse nach IP. 
(Gezeigt ist ein repräsentatives Ergebnis 
von drei Western Blots. ) 
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Abb. 13b Nachweis von phosphoryliertem 
Jak1 in HepG2-Wildtypzellen nach 
zehnminütiger IL-6-Stimulation (Bahn 2, die  
mit Strichindex angegebene Zahl gibt die 
Stimulationszeit mit IL-6 in Minuten wieder). 
In Zellklon T1 (Bahn 4) konnte kein 
phosphoryliertes Jak1 in der Western Blot-
Analyse nach IP detektiert werden. (Gezeigt 
ist ein repräsentatives Ergebnis von drei 
Western Blots.) 
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3.2.2. Jak2 und phosphoryliertes Jak2  
 
Abbildung 14a zeigt einen von drei Western Blots, der mit einem polyklonalen Antikörper 
gegen Jak2 (130 kDa) detektiert wurde. Es wurden jeweils 100µg der Zellysate aufgetragen. 
Die Beschriftung in der Abbildung zeigt, welche Proben aufgetragen wurden, wobei die mit 
Strichindex versehenen Zahlen die Stimulationszeit mit IL-6 in Minuten angeben. In Zellklon 
T1 zeigte sich kein vermehrtes Vorkommen von Jak2 im Vergleich zu den HepG2-
Wildtypzellen. 
 
 
Für die Detektion gegen phosphoryliertes Jak2 wurde ein Western Blot angefertigt, bei dem 
ebenfalls die gleiche Menge (100µg) derselben Zellysate, wie bei der Detektion gegen 
unphosphoryliertes Jak2, aufgetragen wurde (siehe Abbildung 14b). Nur in HepG2-
Wildtypzellen und in HepG2-Wildtypzellen, die dreißig Minuten mit IL-6 stimuliert wurden, 
konnte das phosphorylierte Protein nachgewiesen werden (Abbildung 14b Bahn 1 und 5). 
Sehr wahrscheinlich führen längere Stimulationszeiten mit IL-6 zu einer Phosphorylierung 
des Proteins. In Zellklon T1 konnte kein phosphoryliertes Jak2 nachgewiesen werden. 
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Abb. 14b Eine dreißigminütige Stimulation mit IL-6 
(Bahn 5) war erforderlich, um die Phosphorylierung des 
Jak2-Proteins zu induzieren. In Zellklon T1 (Bahn 7) 
zeigte sich kein Signal in der Western Blot-Analyse. 
(Gezeigt ist ein repräsentatives Ergebnis von drei Western 
Blots. ) 
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Abb. 14a  Die Beschriftung zeigt, welche 
Proben aufgetragen wurden, wobei die mit 
Strichindex versehenen Zahlen die 
Stimulationszeit mit IL-6 in Minuten 
angeben. In Zellklon T1 (Bahn 6) konnte 
das Protein im Vergleich zu den HepG2-
Wildtypzellen (Bahn 1) nicht vermehrt 
nachgewiesen werden. (Gezeigt ist ein 
repräsentatives Ergebnis von drei Western 
Blots. ) 
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3.2.3. STAT 1 und phosphoryliertes STAT 1 
 
Im Rahmen der Untersuchungen an den Tyrosinkinasen der Janus Familie wurden auch die 
von diesen aktivierten STATs (signal transducer of activation) untersucht. Im Fall der IL-6 
Signaltransduktion handelt es sich dabei hauptsächlich um STAT 1 und STAT 3, welche 
durch Tyrosinphosphorylierung aktiviert werden (siehe auch Einleitung 1.6). 
Abbildung 15a zeigt eine Western Blot-Analyse, welche mit einem polyklonalen Antikörper 
gegen die beiden Formen der STAT 1 Faktoren (STAT 1 a p91 und STAT 1 b p84) erstellt 
wurde. Die Spalten wurden jeweils mit 100µg Protein beladen (Spalte 1 = HepG2-
Wildtypzellen, Spalte 2 = HepG2-Wildtypzellen nach einminütiger Stimulation mit IL-6, 
Spalte 3 = HepG2-Wildtypzellen nach fünfminütiger Stimulation mit IL-6, Spalte 4 = HepG2-
Wildtypzellen nach fünfzehnminütiger Stimulation mit IL-6, Spalte 5 = HepG2-Wildtypzellen 
nach dreißigminütiger Stimulation mit IL-6, Spalte 6 = Zellklon M1, Spalte 7 = Zellklon T1). 
Die oberen stärkeren Banden zeigen die Form des Transkriptionsfaktors STAT 1 a p91. Die 
unteren schwächeren Banden zeigen den Faktor STAT 1 b p84. In dem in der Abbildung  15a 
dargestellten Western Blot handelt es sich um ein repräsentatives Ergebnis aus drei 
Versuchen. Zudem handelt es sich um einen gestrippten Blot, nachdem er gegen die 
tyrosinphosphorylierte Form des Transkriptionsfaktors STAT 1 detektiert wurde (siehe 
Abbildung 15b). Da der Blot gestrippt wurde kann man die Detektion gegen STAT 1 als 
Gegenfärbung für die Detektion gegen tyrosinphosphoryliertes STAT 1 betrachten und 
Abb.  15a Der Transkriptionsfaktor STAT 1 
a p91 war in einer höheren Konzentration als der 
Transkriptionsfaktor STAT 1 b p84 in Zellklon 
T1 (Bahn 7) nachweisbar. Im Vergleich zu den 
HepG2-Wildtypzellen (Bahn 1) wurden die 
beiden Faktoren in Zellklon T1 (mTIMP-1 
überexprimierende HepG2) nicht verstärkt 
exprimiert. (Gezeigt ist ein repräsentatives 
Ergebnis von drei Western Blots. ) 
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Abb. 15b Nach 15 und 30-minütiger 
Stimulation mit IL-6 (Bahn 5) konnte nur 
ein schwaches Signal an phosphoryliertem 
STAT 1 nachgewiesen werden. In Zellklon 
T1 (Bahn 7) lag die phosphorylierte Form 
des Faktors nicht vor. (Gezeigt ist ein 
repräsentatives Ergebnis von drei Western 
Blots. ) 
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umgekehrt. Es ist keine verstärkte Expression der STAT-Faktoren in den Zellen, die stabil 
mTIMP-1 exprimieren (T1) erkennbar (Abbildung 15a, Bahn 7). 
Die Ergebnisse zu phosphoryliertem STAT 1 sind in Abbildung 15b abgebildet. Der 
polyklonale Antikörper richtet sich gegen die tyrosinphosphorylierte Form des 
Transkriptionsfaktors STAT 1. Der Pfeil zeigt die Position des phosphorylierten STAT 1- 
Proteins bei 92kDA. Wahrscheinlich scheint eine längere Stimulationsdauer mit Zytokinen 
(IL-6) erforderlich zu sein, um die Phosphorylierung des Transkriptionsfaktores STAT 1 
auszulösen, da nur in HepG2-Wildtypzellen, die fünfzehn bzw. dreißig Minuten stimuliert 
wurden, ein schwaches Signal zu sehen ist.  
 
3.2.4. STAT 3 und phosphoryliertes STAT 3 
 
Die Untersuchung auf den Transkriptionsfaktor STAT 3 zeigte ein ähnliches Ergebnis wie der 
Test auf STAT 1. Der entsprechende Western Blot ist in Abbildung 16a gezeigt. Jeweils 
100µg Protein der Zelllysate wurde in folgender Reihenfolge aufgetragen: Bahn 1 = HepG2-
Wildtypzellen; Bahn 2 = HepG2-Wildtypzellen nach fünfminütiger Stimulation mit IL-6 ; 
Bahn 3 = HepG2-Wildtypzellen nach fünfzehnminütiger Stimulation mit IL-6; Bahn 4 = 
HepG2-Wildtypzellen nach dreißigminütiger Stimulation mit IL-6; Bahn 5 = Zellklon M1 und 
Bahn 6 = Zellklon T1. Die Höhe des Pfeils zeigt das 92 kDa schwere STAT 3 Protein, das mit 
einem monoklonalen Antikörper gegen den N-terminalen Bereich des Transkriptionsfaktors 
nachgewiesen wurde. Anhand der Stärke der Bandenfärbung lässt sich schlussfolgern, dass 
Abb. 16a  Western Blot-Analyse der Zelllysate 
von HepG2-Zellen (Bahn 1) und Zellklon T1 
(Bahn 6) hinsichtlich ihrer Expression auf 
STAT 3. Es konnten keine Unterschiede in 
Bezug auf die STAT 3 Expression festgestellt 
werden. (Gezeigt ist ein repräsentatives 
Ergebnis von drei Western Blots. ) 
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Abb. 16b  Phosphoryliertes STAT 3 konnte in Zellkon T1 
(Bahn 7) im Vergleich zu den HepG2-Wildtypzellen (Bahn 1) 
nicht vermehrt nachgewiesen werden. Durch die Stimulation 
mit IL-6 kommt es in den HepG2-Wildtypzellen zu einer 
vermehrten Phosphorylierung des STAT 3-Proteins (Bahnen 
2-5). (Gezeigt ist ein repräsentatives Ergebnis von drei 
Western-Blots. ) 
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das Protein in mTIMP-1 exprimierenden Zellen im Vergleich zu den HepG2-Wildtypzellen 
nicht vermehrt exprimiert wird. 
Für die Detektion gegen phosphoryliertes STAT 3 wurde ein Western Blot angefertigt, bei 
dem die gleiche Menge (100µg) derselben Zelllysate, wie bei der Detektion gegen 
unphosphoryliertes STAT 3, aufgetragen wurde (siehe Abbildung 16b). Es zeigte sich bei der 
Detektion  gegen die tyrosinphosphorylierte Form des Transkriptionsfaktors STAT 3 
(92kDa), dass die Phosphorylierung der Transkriptionsfaktoren sehr wahrscheinlich abhängig 
von IL6 erfolgt. Wie in Abbildung 16b dargestellt, kam es zu einer Zunahme des 
phosphorylierten STAT 3, je länger die Zellen mit IL-6 stimuliert wurden. Ähnlich zu den 
bisher vorgestellten Untersuchungen, konnte in Zellklon T1 im Vergleich zu den HepG2-
Wildtypzellen kein vermehrtes phosphoryliertes STAT 3 nachgewiesen werden. 
  
3.2.5. Ras GAP 
 
Der Ras/Raf/MAPK-Weg wird durch Mitogene, IL-6 und Wachstumsfaktoren ausgelöst und 
führt zur Expression von MMPs (siehe Einleitung 1.6 und Abbildung 7). Daher sollte 
überprüft werden, ob die vermehrte Expression von mTIMP-1 in die Zellhömostase durch 
Stimualtion dieser Kaskade einwirkt und zur vermehrten Expression von MMP-9 führt. Die 
Lysate der Zellen wurden mit einem monoklonalen Antikörper indirekt auf das Vorliegen von 
aktiviertem Ras-Protein (101 kDa) überprüft. Der Antikörper reagiert mit dem Ras GTPase 
aktivierenden Protein (GAP), das im aktiven Zustand an Ras gebunden vorliegt [3]. Die 
Probenauftragung mit 100µg Protein erfolgte in der in Abbildung 17 dargestellten 
Reihenfolge. Die dreißigminütige Stimulation mit IL6 führte zu keiner signifikanten 
Veränderung in der Expression der Kinase Ras GAP. Der zu beurteilende Zellklon T1 weist 
im Vergleich zu den HepG2-Wildtypzellen keine verstärkte Expression des Ras GAP-Proteins 
auf.  
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3.2.6. JNK 1 und Phospho JNK 1 
 
Der JNK/SAPK-Weg wird durch inflammatorische Zytokine, Wachstumsfaktoren und Stress 
ausgelöst (siehe Einleitung 1.6 und Abbildung 7). Durch die JNK 1 werden nach Aktivierung 
(Phosphorylierung) verschiedene Transkriptionsfaktoren modifiziert. Abbildung 18a zeigt 
einen Western Blot nach Immunpräzipitation, der mit einem polyklonalen Antikörper gegen 
die JNK 1 detektiert wurde. Es handelt sich um einen gestrippten Blot, nachdem er gegen 
phosphorylierte Tyrosinkinasen detektiert wurde (siehe Abbildung 18b). Da der Blot gestrippt 
wurde, kann man die Detektion gegen JNK 1 als Gegenfärbung für die Detektion gegen 
phosphorylierte Tyrosinreste der Kinase JNK 1 betrachten und umgekehrt. 
Die Zelllysate wurden mit 1µg des Antikörpers immunpräzipitiert. Bahn 1 wurde mit dem 
Zelllysat der HepG2-Wildtypzellen beladen; Bahn 2 mit dem von Zellklon M1 und Bahn 3 
mit dem von Zellklon T1. In Zellklon M1 und in Zellklon T1 zeigte sich ein etwa gleich 
schwaches Signal des JNK 1-Proteins im Vergleich zu dem etwas stärkeren Signal in den 
HepG2-Wildtypzellen. 
Mit einem Antikörper gegen phosphorylierte Tyrosinreste wurden die Zellen auf die 
Expression von phosphorylierter JNK 1 überprüft. Ein repräsentatives Resultat von dreien 
gibt Abbildung 18b wieder. Es zeigte sich, daß sowohl HepG2-Wildtypzellen (Bahn 1) als 
auch Zellklon M1 (Bahn 2) und Zellklon T1 (Bahn 3) etwa die gleiche Menge an  
 
 
Abb. 17 In Zellklon T 1 (Bahn 7) war ein ähnlich starkes Signal 
an Ras GAP nachweisbar wie in den HepG2-Wildtypzellen 
(Bahn 1). (Gezeigt ist ein repräsentatives Ergebnis von drei 
Western Blots. ) 
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phosphorylierter JNK 1 exprimieren. Aus diesem Ergebnis läßt sich schließen, dass die  
vermehrte Expression der Gelatinasen von Zellklon T1 nicht durch  phosphoryliertes JNK 1-
Protein gesteuert wird.  
 
3.2.7. p21  
 
Die erhöhte Expression von TIMP-1 führt zu einer veränderten Zellmotilität (Roeb et al., 
1999). Die Zellen wachsen in Nestern und bleiben in Kontakt zueinander. Somit stellt sich die 
Frage, ob TIMP-1 auf den Zellzyklus einwirkt und die Proliferation der Zellen beeinflusst.  
Als Kandidat für weitere Untersuchungen wurde p21, ein Inhibitor von Zellzyklusenzymen, 
ausgewählt. Durch die Hemmung der Zellzyklusenzyme wird der Übergang von der G1-Phase 
in die S-Phase gehemmt. Dadurch wird die Proliferation der Zellen verhindert, was zu dem 
beobachteten Wachstumsmuster führen könnte.  
Die dreimalig durchgeführte Western Blot-Analyse mit einem polyklonalem Antikörper 
gegen humanes p21 zeigte eine verstärkte Expression des Proteins in Zellklon M1 (Abbildung 
19, Bahn 6), der stabil die MMP-9H401A-Mutante (TIMP-1-Antagonist) exprimiert, jedoch 
nicht in dem mTIMP-1 exprimierenden Zellklon T1 (Abbildung 19, Bahn 7). Die Stimulation 
der Zellen mit IL-6 zeigte keinen Effekt.                           
Der Nachweis des Proteins p21 in Zellklon M1 legte die Untersuchung weiterer Zellklone 
nahe, die die MMP-9H401A-Mutante stabil exprimieren. In Abbildung 20 ist ein 
repräsentatives Ergebnis aus drei Versuchen dargestellt. Es konnte festgestellt werden, dass 
Abb. 18a Western Blot-Analyse nach 
Immunpräzipitation mit einem JNK1 spezifischen 
Antikörper, die HepG2-Wildtypzellen (Bahn 1) 
exprimieren die JNK 1 in einer höheren 
Konzentration als Zellklon T1 (Bahn 3). (Gezeigt 
ist ein repräsentatives Ergebnis von drei Western 
Blots. ) 
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Abb. 18b Gleich starke Expression von 
phosphorylierter JNK 1 in den HepG2-Wildtypzellen 
(Bahn 1) und in Zellklon T1 (Bahn 3) in der Western 
Blot-Analyse nach Immunpräzipitation mit einem  
JNK1 spezifischen Antikörper. (Gezeigt ist ein 
repräsentatives Ergebnis von drei Western Blots. ) 
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auch der Zellklon M2 und der Zellklon M3 (Abb. 20, Bahn 6 und Bahn 7) eine verstärkte 
Expression des p21-Proteins aufwiesen.  
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 20 Western Blot-Analyse hinsichtlich des Zellzyklusinhibitors p21. Es 
wurden 100µg folgender Proben aufgetragen: Bahn 1 = HepG2-
Wildtypzellen, Bahn 2 = Zellklon T1,  Bahn 3 = Zellklon T2,  Bahn 4 = 
Zellklon T3,  Bahn 5 = Zellklon M1,  Bahn 6  = Zellklon M2 und Bahn 7 = 
Zellklon M3. Die Zellklone M1, M2 und M3 zeigten als MMP-9-H-401-A-
Zellklone eine verstärkte Expression des p21. (Gezeigt ist ein repräsentatives 
Ergebnis von drei Western-Blots. ) 
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Abb. 19 Western Blot-Analyse der Zellysate von HepG2-
Wildtypzellen (Bahn 1), HepG2-Wildtypzellen nach ein-, fünf-, 
fünfzehn- und dreißigminütiger Stimulation mit IL-6 (Bahnen 2-5), 
Zellklon M1 (Bahn 6) und Zellklon T1 (Bahn 7) hinsichtlich des 
Zellzyklusinhibitors p21. Es wurden 100µg von jedem Protein 
aufgetragen. (Gezeigt ist ein repräsentatives Ergebnis von drei 
Western Blots. ) 
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Aus Zellkulturexperimenten war ein vermindertes Wachstum der Zellklone, die die MMP-9-
H401A-Mutante stabil exprimieren, bekannt. Die im Western Blot gezeigte verstärkte 
Expression des p21-Proteins könnte der mögliche Grund für dieses Phänomen sein. Dieses 
Ergebnis wurde im nachfolgend beschriebenen Proliferationsassay eingehender überprüft. 
 
Zusammenfassend zeigte sich in den Western Blot-Analysen, dass die mTIMP-1 
überexprimierenden Zellklone hinsichtlich der untersuchten Kinasen (Jak 1, P-Jak 1, Jak 2, P-
Jak 2, STAT 1, P-STAT 1, STAT 3, P-STAT 3, Ras GAP, JNK 1, P-JNK 1, p21) keine 
signifikant veränderte Signaltransduktion aufweisen, da die Faktoren im Vergleich zu den 
HepG2-Wildtypzellen nicht verstärkt exprimiert wurden. 
Die HepG2-Wildtypzellen unterscheiden sich im Vergleich zu den Zellen, die den TIMP-1-
Antagonisten (MMP-9-H401A) exprimieren, jedoch in der Expression von p21, das in den 
MMP-9-H401A-Zellklonen verstärkt exprimiert wird. Diesem Befund wurde anhand eines 
Proliferationsassays weiter nachgegangen. 
 
 
3.3 Untersuchungen zur wachstumshemmenden Funktion von p21 in HepG2-MMP-9-
H401A anhand eines Proliferationsassays 
 
Um das Proliferationsverhalten der MMP-9 Mutanten M1, M2 und M3 zu testen, wurden 
humane Hepatomzellen, Zellklon M1, M2 und M3 72h lang mit einem Gemisch aus XTT und 
PMS inkubiert. Metabolisch aktive Zellen spalten das darin enthaltene Tetrazolium Salz in 
einen orangen Formazan Farbstoff, der bei einer Wellenlänge von 480nm im ELISA Reader 
quantifiziert werden kann (siehe auch Material und Methoden, Kap.3). 
Nach der Inkubation von 72h ergab sich für 10000 HepG2-Wildtypzellen/100µl Medium ein 
Absorptionswert von 0,22 (Mittelwert aus 4 Versuchen).  Der Absorptionswert nach 72h für 
die gleiche Konzentration an Zellen der Zellklone M1, M2 und M3 lag bei 0,13; 0,07 und 
0,18 (siehe Abb.21, obere Balken). Bei einer gewählten Konzentration von 25000 HepG2-
Wildtypzellen/100µl Medium ergab sich nach 72stündiger Inkubation ein Absorptionswert 
von 0,77. Die Zellklone M1, M2 und M3 zeigten demgegenüber eine Absorption von 0,47; 
0,37 und 0,79 (siehe Abb. 21, mittlere Balken). Die höchst gewählte Konzentration an Zellen 
lag bei 50000 Zellen/100µl Medium und zeigte für die HepG2-Wildtypzellen den 
Absorptionswert von 1,76 nach 72 stündiger Inkubation. Die Absorption der Zellklone M1, 
M2 und M3 lag in diesem Fall bei 0,90; 0,84 und 1,19 (siehe Abb.21, untere Balken). Alle 
62  ERGEBNISSE   
genannten Werte sind Mittelwerte aus vier Versuchen. Es zeigte sich, dass die Zellklone, die 
stabil die MMP-9H401A-Mutante exprimieren, im Gegensatz zu den HepG2-Wildtypzellen 
weniger stark proliferierten. Eindeutige Unterschiede zwischen HepG2-Wildtypzellen und 
den beiden Zellklonen M1 und M2 ergaben sich bei jeder gewählten Zellkonzentration. Die 
Proliferation von Zellklon M1 war in der geringsten Konzentration an Zellen um ca. 41%, in 
der mittleren und höchsten Konzentration an Zellen um ca. 52% im Vergleich zu den HepG2-
Wildtypzellen vermindert. Zellklon M2 zeigte eine verminderte Proliferation von 68% 
(geringste Zellkonzentration), 39% (mittlere Zellkonzentration) und 49% (höchste 
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Abb. 21 Proliferationsverhalten der  MMP-9-H401A-exprimierenden Zellklone 
in verschiedenen Zellkonzentrationen im Vergleich zu den HepG2-
Wildtypzellen  
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Zellkonzentration). Lediglich Zellklon M3 zeigte weniger eindeutige Ergebnisse: 19% 
verminderte Proliferation bei 10000 Zellen, 2% gesteigerte Proliferation bei 25000 Zellen und 
32% verminderte Proliferation bei 50000 Zellen. Das Ergebnis der Zellklone zueinander 
verhielt sich in allen Experimenten ähnlich. Der Zellklon M3 proliferierte von allen 
ausgewählten Zellklonen am besten. Der Zellklon M2 proliferierte in allen Versuchen am 
schlechtesten.  
Insgesamt ist festzuhalten, dass das Ergebnis der p21 Western Blot-Analyse bestätigt wurde. 
Die Proliferation der Zellklone M1, M2 und M3, die stabil die MMP-9H401A-Mutante 
exprimieren, war vermindert.  
 
 
Tabelle 2 Angabe der Mittelwerte und der Standardabweichungen für den unter 3.3 
beschriebenen Versuch (Proliferationsassay) 
 
 10000 Zellen/100µl 
 
25000 Zellen/100µl 50000 Zellen/100µl 
HepG2 0,22 
± 0,03 
0,77 
± 0,02 
1,76 
± 0,03 
Zellklon M1 0,13 
± 0,01 
0,47 
± 0,04 
0,90 
± 0,03 
Zellklon M2 0,07 
± 0,02 
0,37 
± 0,01 
0,84 
± 0,04 
Zellklon M3 0,18 
± 0,04 
0,79 
± 0,03 
1,19 
± 0,08 
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3.4 Blockierung der MMP-9 und MMP-2 Genexpression mittels Kinaseinhibitoren 
 
Zur Untersuchung, welche Signaltransduktionswege in die Regulation des MMP-9 -und 
MMP-2 Gens involviert sind und wie diese durch TIMP-1 beeinflusst werden können, wurden 
neben den Nachweisen einzelner Kinasen humane Hepatomzellen und je drei verschiedene 
Zellklone (T1, T2 und T3), die stabil TIMP-1 exprimieren, mit spezifischen Inhibitoren 
einzelner Signaltransduktionswege 24h lang inkubiert (siehe auch Material und Methoden 
2.6). Als Inhibitoren dienten der Tyrosinkinase Inhibitor Genistein, der p38-MAP- 
Kinaseinhibitor SB 202190 und der Inhibitor von MEK 1 und –2 UO126. Nach einer 
24stündigen Inkubation wurde die RNA isoliert und mittels spezifischer Primer in der RT-
PCR auf MMP-2 und MMP-9 hin untersucht. Alle Versuche wurden je Zellklon dreimal 
durchgeführt. Die Daten wurden normalisiert, indem die Werte der HepG2-Wildtypzellen 
gleich 100% gesetzt wurden, und ergeben sich als Mittelwert aus den drei Messungen. (Die 
Mittelwerte und die Standardabweichung sind in den nachfolgenden Säulendiagrammen 
angegeben. Im Falle der TIMP-1 überexprimierenden Zellklone sind in Klammern die 
Signifikanzen im Vergleich zu den HepG2-Wildtypzellen angegeben.)  
Wie in Abbildung 22 dargestellt, führten in HepG2-Wildtypzellen alle eingesetzten 
chemischen Inhibitoren (Genistein 25µM und 50µM; SB 202190 2,5µM und UO126 1µM) zu 
einer deutlichen Reduktion der MMP-9 Genexpression. Zur Kontrolle wurden die Zellen mit 
DMSO (Dimethylsulfoxid), das als Lösemittel für die Zellen diente, unter den gleichen 
Bedingungen inkubiert. So konnte differenziert werden, ob die Effekte von den Inhibitoren 
herrühren oder auf  die zellschädigenden Einflüsse des DMSO zurückzuführen sind. Es zeigte 
sich jedoch, dass die Inkubation (ebenfalls 24h) der Zellen mit DMSO (0,1%) zu keiner 
signifikanten Blockade der MMP-9-Genexpression führte und die Effekte tatsächlich mit den 
Inhibitoren zusammenhängen (Säule 6).   
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In Abbildung 23 ist das Ergebnis für den mTIMP-1 exprimierenden Zellklon T1 dargestellt. 
Das Ergebnis zeigte ähnliche Effekte wie bei den HepG2-Wildtypzellen. Der Tyrosinkinase 
Inhibitor Genistein  und der spezifische MAP-Kinaseinhibitor (SB 202190)  blockierte die 
MMP-9 Genexpression fast vollständig. Der Inhibitor der MEK1 und –2 UO126 blockierte 
die MMP-9-Genexpression teilweise. Es zeigte sich kein deutlicher Unterschied von Zellklon 
T1 nach der Inkubation mit den Inhibitoren im Vergleich zu den HepG2-Wildtypzellen.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 22 Der Tyrosinkinaseinhibitor Genistein hemmte die MMP-9-Genexpression deutlich (Säulen 2 
und 3).  Ebenso hemmten der p38-MAP-Kinaseinhibitor SB 202190 und der Inhibitor der MEK 1 und 
-2 UO126 die MMP-9-Genexpression (Säulen 4 und 5).   
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Anders fiel das Ergebnis bei den mTIMP-1 exprimierenden Zellklonen T2 und T3 aus (siehe 
Abbildung 24 und 25). In beiden Fällen führte die Inhibition durch Genistein zu einer 
Blockade der MMP-9-Genexpression. UO 126 hemmte die Genexpression teilweise. SB 
202190 (p38 Inhibition)  blockierte die Genexpression bei Zellklon T2 (p = 0,04) kaum und 
bei Zellklon T3 (p = 0,03) überhaupt nicht. Die MMP-9-Genexpression lag bei Zellklon T3 
unter der Einwirkung des Inhibitors mit 140% sogar über der MMP-9-Genexpression der 
HepG2-Wildtypzellen. Die Ergebnisse für Zellklon T2 und Zellklon T3 waren bei der 
Inkubation mit dem p38-MAP-Kinaseinhibitor im Vergleich zu den HepG2-Wildtypzellen 
signifikant (p < 0,05).  
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 23 In Zellklon T1 wurde die MMP-9-Genexpression durch den Tyrosinkinaseinhibitor Genistein 
(Säulen 2 und 3) und den p38-MAP-Kinaseinhibitor SB 202190 (Säule 4) fast komplett blockiert. Der 
MEK 1 und –2 Inhibitor UO126 hemmte die Genexpression weniger stark. 
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Abb. 24 Genistein (Tyrosinkinaseinhibitor) hemmte die MMP-9-Genexpression in Zellklon T2 fast 
komplett (Säulen 2 und 3). UO 126 (Inhibitor der MEK 1 und –2) führte zu einer teilweisen Blockade 
der MMP-9-Genexpression (Säule 5). SB 202190 (p38-MAP-Kinaseinhibitor) hemmte die MMP-9-
Genexpression nicht (Säule 4).   
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Abb. 25 In Zellklon T3 konnte unter dem Einfluss von SB 202190 eine gesteigerte MMP-9-
Genexpression beobachtet werden (Säule 4). Genistein blockierte die Genexpression nahezu komplett 
(Säulen 2 und 3) und UO hemmte die Expression teilweise. 
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Um tendenzielle Unterschiede besser herausarbeiten zu können, wurde von den drei mTIMP-
1 exprimierenden Zellklonen T1, T2 und T3 der Mittelwert gebildet. Abbildung 26 zeigt das 
Ergebnis. Genistein blockierte die MMP-9-Genexpression vollständig, der MEK-1/2 Inhibitor 
UO126 nur teilweise. SB 202190 hatte fast keinen Effekt auf die MMP-9-Genexpression, d.h. 
in Gegenwart großer TIMP-1-Mengen beeinflusst eine p38 Blockade die MMP-9-
Genexpression in der Mehrzahl der TIMP-1 überexprimierenden Zellklone wahrscheinlich 
nicht.  
 
 
 
 
 
Die  Inhibitoren wurden in dem zelltoxischen DMSO gelöst. Die höchste Konzentration an 
DMSO betrug 0,25% zur Lösung des Inhibitors Genistein. Um Effekte durch diese hohe 
Konzentration an DMSO ausschließen zu können, wurden die einzelnen Zellklone zweimal 
mit 0,25% DMSO inkubiert. Wie in Abbildung 27 dargestellt, zeigte sich, dass das DMSO 
auch in dieser Konzentration keinen wesentlichen Einfluss auf die Zellen hatte und die 
Ergebnisse allein auf die eingesetzten Inhibitoren zurückzuführen sind. Es handelt in der 
Abbildung um den Mittelwert aus den beiden Messungen.  
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Abb. 26 In den TIMP-1 überexprimierenden Zellklonen wurde die MMP-9-Genexpression durch SB 
202190 kaum beeinträchtigt (Säule 4). Genistein hemmte die MMP-9-Genexpression fast vollständig 
(Säulen 2 und 3). Durch UO126 wurde die Genexpression teilweise blockiert (Säule 5).  
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Abb. 28 Die MMP-2-Genexpression konnte in den HepG2-Wildtypzellen durch alle chemischen 
Inhibitoren (Genistein, SB 202190 und UO126) fast komplett gehemmt werden (Säulen 2 -5). 
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Abb. 27 Die Inhibitoren wurden in dem für Zellen toxischen DMSO 0,25% gelöst. Zur Kontrolle 
wurden die einzelnen Zellklone (T1, T2 und T3) nur mit dem Lösungsmittel inkubiert. Es zeigte sich, 
dass das DMSO 0,25% kaum einen Einfluss auf die Zellen hatte (Balken 2, 4 und 6).  
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Nach Analyse der MMP-9-Genexpression wurde die RNA der inkubierten Zellen mitttels RT-
PCR auf die MMP-2-Genexpression hin untersucht. Die Ergebnisse waren ähnlich zu den 
Untersuchungen zu MMP-9. In HepG2-Wildtypzellen führten alle eingesetzten chemischen 
Inhibitoren (Genistein, SB 202190 und UO 129) zu einer deutlichen Blockade der MMP-2- 
Genexpression (siehe Abbildung 28). 
Im mTIMP-1 exprimierenden Zellklon T1 blockierten die Inhibitoren UO 126 und Genistein 
in einer Konzentration von 50µM die MMP-2-Genaktivierung vollständig (siehe Abbildung 
29). Das niedriger konzentrierte Genistein (25µM) führte zu einer partiellen Blockade der 
MMP-2 Genexpression. SB 202190 hatte fast keinen Effekt auf die MMP-2-Genexpression. 
Der p38-MAP-Kinaseinhibitor SB 202190 konnte die MMP-2-Genexpression in den mTIMP-
1 exprimierenden Zellen (T1) nicht beeinflussen. Im Vergleich zu HepG2-Wildtypzellen war 
das Ergebnis für Zellklon T1 signifikant (p = 0,016). 
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Abb. 29 In Zellklon T1 wurde die MMP-2-Genexpression durch SB 202190 kaum beeinflusst (Säule 4). 
Genistein in einer Konzentration von 50µM und UO 126 hemmten die MMP-2-Genexpression 
vollständig (Säulen 3 und 5).  25µM Genistein blockierte die MMP-2-Expression teilweise (Säule 2). 
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Wie in Abbildung 30 zu sehen ist, stellte sich das Ergebnis für Zellklon T2 vergleichbar mit 
T1 dar. Genistein (50µM) und UO 126 führten zu einer kompletten Blockade der MMP-2-
Genexpression. Genistein (25µM) hemmte die MMP-2-Genexpression teilweise und SB 
202190 hatte keinen Einfluss auf die MMP-2-Expression. Die MMP-2-Genexpression war in 
diesem Fall sogar gesteigert (124%). 
Im Vergleich zu den HepG2-Wildtypzellen war das Ergebnis von Zellklon T2 in Bezug auf 
den Inhibitor SB 202190 signifikant (p = 0,003). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Das Ergebnis für T3 und die MMP-2 Expression ist in Abbildung 31 dargestellt. Genistein 
25µM führte kaum zu einer Hemmung der MMP-2-Expression wohingegen die Synthese der 
Protease durch Genistein 50µM und UO126 komplett blockiert wurde. SB 202190 führte bei 
Klon T3 im Gegensatz zu den anderen TIMP-1 Klonen zu einer teilweisen Hemmung der 
MMP-2-Genaktivierung. 
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Abb. 30 In Zellklon T2 führten Genistein (50µM) und UO126 zu einer kompletten Blockade der MMP-
2-Genexpression (Säulen 3 und 5).  Das schwächer konzentrierte Genistein (25µM) hemmte die MMP-2-
Expression teilweise (Säule 2). SB202190 zeigte keinen Effekt auf die MMP-2-Expression. Unter dem 
Einfluss des p38-MAP-Kinaseinhibitors war die MMP-2-Expression gesteigert (Säule 4). 
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Um tendenzielle Unterschiede besser herausarbeiten zu können, wurde von den drei mTIMP-
1 exprimierenden Zellklonen T1, T2 und T3 der Mittelwert gebildet. 
Abbildung 32 zeigt das Diagramm über die Mittelwerte der mTIMP-1-exprimierenden 
Zellklone. Die MMP-2-Expression wurde durch Genistein 50µM und den MEK-1/2 Inhibitor 
UO126 vollständig blockiert. Genistein 25µM hemmte die MMP-2-Genexpression teilweise. 
SB 202190 hatte fast keinen Effekt auf die MMP-2-Genexpression, d.h. in Gegenwart großer 
TIMP-1-Mengen beeinflusst eine p38 Blockade die MMP-2-Transkription wahrscheinlich 
nicht. Die Experimente liefern ähnliche Ergebnisse wie die Untersuchungen zu MMP-9. Es 
könnte sich um die gleichen Signaltransduktionswege handeln, die in Gegenwart einer TIMP-
1 Überexpression zur Synthese der Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 führen. 
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Abb. 31 Genistein (50µM) und UO126 blockierten die MMP-2-Expression komplett (Säulen 3 und 5). 
Genistein (25µM) hatte fast keinen Effekt auf die MMP-2-Genexpression (Säule 2) und SB202190 
hemmte die Expression teilweise (Säule 4). 
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Um Effekte durch das DMSO in einer Konzentration von 0,25% (Lösungsmittel für 
Genistein) ausschließen zu können, wurden die Zellen mit DMSO 0,25% inkubiert. Es zeigte 
sich, dass das DMSO 0,25% keinen Einfluss auf die Messergebnisse hatte (Ergebnisse nicht 
abgebildet).  
Zusammenfassend sind in Tabelle 3 die Mittelwerte, Standardabweichungen und 
Signifikanzen (in Klammern) für die zuvor beschriebenen Versuche angegeben. Es zeigt sich, 
dass die MMP-9-Expression bei Zellklon T2 und T3 nach der Inkubation mit dem p38-MAP- 
Kinaseinhibitor (SB 202190) im Vergleich zu den HepG2-Wildtypzellen signifikant 
gesteigert war (p = 0,04 und  p = 0,03). Für den mTIMP-1-exprimierenden Zellklon T1 ließ 
sich kein signifikantes Ergebnis im Vergleich zu den HepG2-Wildtypzellen erzielen. 
Hinsichtlich der MMP-2-Expression zeigte sich im Einzelnen ein signifikantes Ergebnis für 
Zellklon T1 und Zellklon T2 (p = 0,016 und p = 0,003) nach der Inkubation mit SB 202190 
im Vergleich zu den HepG2-Wildtypzellen. In Bezug auf Zellklon T3 war das Ergebnis nicht 
signifikant. 
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Abb. 32 In den TIMP-1 exprimierenden Zellklonen blockierten Genistein (50µM) und UO126 die 
MMP-2-Genexpression vollständig (Säulen 3 und 5), Genistein (25µM) nur teilweise (Säule 2). 
Der p38-MAP-Kinaseinhibitor SB201290 hatte fast keinen Effekt auf die MMP-2-Genexpression 
(Säule 4). 
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Tabelle 3 Angabe der Mittelwerte, Standardabweichungen und Signifikanzen (in Klammern) 
für die unter 3.4. beschriebenen Versuche (Æ = nicht bestimmbar)  
 Genistein          
25µM 
Genistein          
50µM 
SB 202190        
2.5µM 
UO126                 
1µM 
DMSO               
0.1% 
MMP-9      
HEPG2 6 ± 5 1 ± 0.8 13 ± 5 22 ± 10 71 ± 20 
Zellklon T1 9 ± 7 
(0,373) 
2 ± 2 
(0,381) 
10 ± 3   
(0,336) 
35 ± 9   
(0,201) 
100 ± 30  
(0,235) 
Zellklon T2 9 ± 6 
(0,364) 
3 ± 3 
(0,316) 
74 ± 25   
(0,040) 
36 ± 9  
 (0,181) 
87 ± 9  
 (0,251) 
Zellklon T3 14 ± 8 
(0,227) 
5 ± 5 
(0,264) 
140 ± 50  
(0,030) 
58 ± 22   
(0,106) 
122 ± 35  
(0,135) 
Mittel über 
Zellklone 
10 ± 4 
 
3 ± 2 
 
75 ± 25   
 
43 ± 8  
 
103 ± 14   
      
MMP-2      
HEPG2 12 ± 2 Æ 12 ± 7 Æ 93 
Zellklon T1 67 ± 52  
 (0,198) 
Æ 96 ± 25   
(0,016) 
Æ 78 ± 30 
Zellklon T2 52 ± 31  
(0,162) 
 124 ± 20  
(0,003) 
Æ 57 ± 11 
Zellklon T3 82 ± 22   
(0,043) 
2 ± 2 29 ± 29   
(0,332) 
Æ 66 ± 66 
Mittel über 
Zellklone 
67 ± 17   
 
Æ 90 ± 18   
 
Æ 67 ± 20 
 
 
Nach der Inkubation mit den anderen Inhibitoren (Genistein 25mM bzw. 50mM und UO126) 
stellten sich sowohl für die MMP-2- als auch für die MMP-9-Expression  keine signifikanten 
Unterschiede der Zellklone, die stabil mTIMP-1 exprimieren, im Vergleich zu den HepG2- 
Wildtypzellen heraus. Lediglich die MMP-2-Expression scheint sich durch Genistein in 
niedriger Dosierung in mTIMP-1 exprimierenden Zellen weniger beeinflussen zu lassen als in 
HepG2-Wildtypzellen.  
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3.5 Migrationsverhalten TIMP-1 überexprimierender Zellklone in der Boyden 
Chamber 
 
3.5.1 Einfluss einer TIMP-1 Antagonisierung 
 
Um den Einfluss von TIMP-1 oder einer TIMP-1 Antagonisierung auf die Migration der 
Zellen zu testen, wurden humane HepG2-Wildtypzellen, HepG2-Zellen, die stabil mTIMP-1 
exprimieren und HepG2-Zellen, die den TIMP-1-Antagonisten MMP-9-H401A stabil 
exprimiern in einer Boyden Chamber inkubiert. Als Chemoattraktans diente fötales 
Kälberserum. Nach einer Inkubation von 4 Stunden wurden die Zellen ausgezählt, die durch 
eine mit Gelatine beschichtete Membran migriert waren. Die Daten wurden normalisiert, 
indem die Anzahl der HepG2-Wildtypzellen gleich 100% gesetzt wurde (Abb. 33 Balken 1), 
und sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Nach der Migration wurden 
114,6% ± 10,7 (p=0.039) TIMP-1 überexprimierende Zellen (Abb. 33 Balken 2) und 62,2% ± 
16 (p=0,0196) Zellen, die den TIMP-1 Antagonisten MMP-9-H401A überexprimieren (Abb. 
33 Balken 3), gezählt. Der Unterschied zwischen den TIMP-1-überexprimierenden Zellklonen 
und den MMP-9-H401A-Zellklonen war signifikant (p=0,0056). Folglich begünstigt die 
TIMP-1 Überexpression mit der daraus folgenden gesteigerten Expression von MMP-2 und 
MMP-9 im Gegensatz zu der TIMP-1-Antagonisierung durch die MMP-9-H401A-Mutante 
die Migration der Zellen.  
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3.5.2 Einfluss einer MMP-Inhibition 
 
Die Zellen wurden mit einem Breitspektrum-MMP-Inhibitor und einem spezifischen Inhibitor 
von MMP-2 und MMP-9 inkubiert, um zu untersuchen, ob die unterschiedliche 
Migrationsrate der TIMP-1 überexprimierenden Zellklone und der MMP-9-H401A 
überexprimierenden Zellklone, von den MMPs abhängig ist. HepG2-Wildtypzellen, HepG2-
Zellen, die mTIMP-1 stabil exprimieren und HepG2-Zellen, die den TIMP-1-Antagonisten 
MMP-9-H401A stabil exprimieren wurden in einer Boyden Chamber entweder ohne oder mit 
2µmol Galardin und mit 20µmol I Inkubiert. Galardin (GM 6001, N-[(2R)-
(Hydroxyamidocarbonylmethyl)-4-methylpentanoyl]-L-Tryptophan Methylamid) ist ein 
Breitspektruminhibitor der folgenden Matrix Metalloproteinasen: MMP-1, MMP-2, MMP-3, 
MMP-8 und MMP-9. I (2R,2,4-Biphenylylsulfonylamino-3-phenylpropionsäure) ist ein 
spezifischer Inhibitor der Gelatinasen MMP-2 und MMP-9. In der Boyden Chamber diente 
fötales Kälberserum als Chemoattraktans. Nach einer Inkubation von 4 Stunden wurden die 
Zellen ausgezählt, die durch eine permeable Membran, die mit Gelatine beschichtet war, 
migriert waren. Die Inkubation mit 2µmol Galardin und 20µmol des Gelatinase-Inhibitors 
reduzierte bei den HepG2-Wildtypzellen die Migration von 27,7 ± 15,6 auf 22,2 
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Abb. 33 Einfluss einer TIMP-1-Antagonisierung auf die Migration der Zellen (Details siehe 
Text); Balken 1 = HepG2-Wildtypzellen, Balken 2 = TIMP-1 exprimierende HepG2, Balken 3 
= MMP-9H401A exprimierende HepG2  
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± 10,3 (p=0,038) und 25,1 ± 15,7 ( Abb. 34, Balken 1-3). Im Fall der MMP-9-H401A 
exprimierenden HepG2-Zellen reduzierte Galardin die Zellmigration signifikant für Zellklon 
M1 von 21,5 auf 16,1 (p=0,02), für Zellklon M2 von 17,6  auf  4,8  (p=0,0016) und für 
Zellklon M3 von 12,6 auf 6,9. Der Gelatinase-Inhibitor konnte die Zellmigration in HepG2-
Wildtypzellen und in zwei der drei MMP-9-H401A-exprimierenden Zellklone nicht 
signifikant reduzieren (Abb. 34, Balken 3, 6, 12). Im Fall der HepG2-TIMP-1 exprimierenden 
Zellen führte die Inkubation mit Galardin zu einer reduzierten Migration von 33,9 auf 25,8 
(p=0,018) für Zellklon T1, von 30,8 auf 24,6 (p=0,018) für Zellklon T2 und von 28,1 auf 14,5 
(p<0,0001) für Zellklon T3. In der Anwesenheit des MMP-2/MMP-9-Inhibitors konnte eine 
reduzierte Migration in allen TIMP-1-überexprimierenden Zellklonen beobachtet werden 
(Abb. 34, Balken 15, 18, 21), obwohl das Ergebnis nicht in allen Fällen signifikant war (Abb. 
34, Balken 18). Die Inkubation des Zellklons T1 mit dem spezifischen MMP-2/MMP-9-
Inhibitor reduzierte die Migration stärker als die Migration mit Galardin von 33,9 
± 18,9 auf 15,4  ± 10,7 (p=0,000003). 
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Abb. 34 Einfluss des MMP-Breitspektruminhibitors Galardin und eines spezifischen MMP-2/MMP-9-
Inhibitors auf die Migration von HepG2-Wildtypzellen, TIMP-1-überexprimierenden HepG2-Zellen und 
MMP-9-H401A exprimierenden HepG2-Zellen.   
HepG2-Wildtypzellen  (weiße Balken 1-3), HepG2-MMP-9-H401A (graue Balken 4-12): Zellklon #M1 
(Balken 4-6), #M2 (Balken 7-9), #M3 (Balken 10-12) , und HepG2-TIMP-1 (schwarze Balken 13-21): 
Zellklon #T1 (Balken 13-15), #T2 (Balken 16-18), #T3 (Balken 19-21) wurden ohne Inhibitor, mit 2µmol 
Galardin (GM 6001, Inhibitor von MMP-1,-2,-3,-8,-9; wenige Punkte in den Balkne) oder mit 20µmol eines 
MMP-2/MMP-9-Inhibitors (viele Punkte in den Balken) in der Boyden Chamber inkubiert. Fötales 
Kälberserum diente als Chemoattraktans. Nach einer Inkubation von 4 Stunden wurden die Zellen 
ausgezählt, die durch eine permeable Membran, die mit Gelatine beschichtet war, migriert waren. Die 
Inkubation mit Galardin reduzierte die Migration in allen Fällen. Der MMP-2/MMP-9-Inhibitor 
reduzierte die Migration überwiegend in den TIMP-1-überexprimierenden Zellklonen.  Aus der Anzahl 
der Zellen von fünf willkürlich ausgewählten Gesichtsfeldern von je drei Filtern wurde der Mittelwert 
gebildet. In der Abbildung ist die Anzahl der migrierten Zellen dargestellt und als Mittelwert + 
Standardabweichung präsentiert.  
DISKUSSION                                                                                              79                                                                                                                                       
    
4 DISKUSSION 
 
4.1 Überexpression von TIMP-1 führt zur Überexpression aktivierter Gelatinasen 
 
Ausgangspunkt dieser Arbeit waren Ergebnisse aus dem Jahr 1999 von Roeb et al. [114]. Es 
konnte gezeigt werden, dass humane Hepatomzellen, die mTIMP-1 stabil gegenüber 
Wildtypzellen exprimieren, vermehrt aktivierte Gelatinasen synthetisieren. Die mTIMP-1-
Zellklone zeigten ein anderes Wachstumsmuster als die HepG2-Wildtypzellen. Erstere 
wuchsen in Nestern und mehreren Zellschichten übereinander, wohingegen letztere als 
Monolayer wuchsen. Die Migration der TIMP-1 exprimierenden Zellen war im Vergleich zu 
den HepG2-Wildtypzellen herabgesetzt. 
Zu Beginn der Arbeit wurden die Experimente reproduziert. Es wurde die Synthese und 
Sekretion von biologisch aktivem murinem TIMP-1 in transfizierten humanen HepG2-
Wildtypzellen demonstriert. Da der verwendete Antikörper nur murines TIMP-1 erkannte, 
wurde in der Probe der humanen HepG2-Wildtypzellen (Abb. 10, Bahn 1) kein TIMP-1 
nachgewiesen. Aus der Literatur ist jedoch bekannt, dass TIMP-1 in geringen Mengen von 
HepG2-Wildtypzellen exprimiert wird [154]. Die stabile Transfektion der HepG2-
Wildtypzellen, die zur Expression von mTIMP-1 führte, diente der Erstellung eines Modells 
für weitergehende Studien bei der Erforschung der extrazellulären Matrixmoleküle.   
Wie bereits in der Einleitung (1.3.1) beschrieben, wird MMP-9 in einem Komplex mit TIMP-
1 sezerniert, und in gesunden Geweben herrscht ein Gleichgewicht an auf– und abbauenden 
Proteinen der ECM. Aus diesem Grund wurden die Zellklone, die stabil mTIMP-1 
exprimieren, auf die Expression der MMP-2 und MMP-9 hin getestet. Es zeigte sich, dass die 
Zellklone, die stabil mTIMP-1 exprimieren, sowohl mehr MMP-2 als auch mehr MMP-9 
exprimierten (Abb. 11 und 12) als die humanen HepG2-Wildtypzellen. Dieses Phänomen 
könnte in der Homöstase der ECM von Bedeutung sein und auf eine Art Selbstregulation 
hinweisen. Die dieser Beobachtung zugrundeliegenden intrazellulären Mechanismen sind 
unklar und sollten im Rahmen der vorliegenden Arbeit näher beleuchtet werden. Aus der 
Literatur sind verschiedene Signaltransduktionswege bekannt, die zur Expression der MMPs 
führen (siehe Einleitung 1.6). Es sollte untersucht werden, ob das vermehrt sezernierte TIMP-
1 der transfizierten Zellklone, eine Signaltransduktionskaskade aktiviert, die zur Expression 
von Gelatinasen führt. TIMP-1 könnte dabei z.B. die Funktion eines Stimulators (z.B. Zytokin 
ähnlich) einnehmen und an Rezeptoren an der Zellmembran binden und nicht nur als Inhibitor 
von Matrix Metalloproteinasen dienen, da aus der Literatur bereits sehr unterschiedliche 
Funktionen von TIMP-1 bekannt sind. TIMP-1 nimmt Einfluss auf das biologische Verhalten 
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der Zellen, indem es z.B. Veränderungen in der Zellmorphologie induziert, das Zellwachstum 
verschiedener Zelltypen stimuliert und in die Keimzellentwicklung beider Geschlechter 
involviert ist [113]. Weiterhin werden TIMPs mit der Suppression von programmiertem 
Zelltod (Apoptose), mit Gewebeumformung während der Tumorprogression und mit 
mitogener Aktivität in Verbindung gebracht [115,116]. Da TIMP-1 die Apoptose in Zelllinien 
von Burkitt-Lymphomen [117] und in B-Zellen [118,119] hemmt, agiert es als 
Überlebensfaktor. 
 
4.2 Der Jak/STAT Signalweg wird durch TIMP-1 nicht beeinflusst 
 
In der Western Blot-Analyse bzw. in der Western Blot-Analyse nach Immunpräzipitation 
konnte weder eine verstärkte Expression noch eine Aktivierung von Jak (Jak1 und Jak2) oder 
der STAT-Faktoren (STAT1 und STAT3) in den TIMP-1 überexprimierenden Zellklonen 
nachgewiesen werden. 
Das Signal von Jak1 (siehe Abb. 13a) und Jak2 (siehe Abb. 14a) war in HepG2-Wildtypzellen 
und in TIMP-1 überexprimierenden HepG2 jeweils gleich stark. Eine zehnminütige 
Stimulation mit IL-6 bewirkte eine Phosphorylierung des Jak1 Proteins (siehe Abb. 13b) und 
eine dreißigminütige Stimulation mit IL-6 als Positivkontrolle bewirkte eine verstärkte 
Phosphorylierung des Jak2 Proteins in den HepG2-Wildtypzellen (siehe Abb. 13b). Dieses 
Phänomen bestätigt die in der Literatur beschriebene Aktivierung der Kinasen Jak1 und Jak2 
durch IL-6-Typ Zytokine [155,156,157]. Es konnte durch den Nachweis der Faktoren in den 
untersuchten Zellen gezeigt werden, dass Signaltransduktionsmechanismen über den 
Jak/STAT-Signalweg ablaufen. Jedoch scheint die vermehrte Expression der Gelatinasen 
durch die TIMP-1 überexprimierenden HepG2 nicht auf der vermehrten Induktion dieses 
Signalweges zu beruhen, denn bei der Untersuchung der Zellysate konnte weder 
phosphoryliertes Jak1 noch phosphoryliertes Jak2 (siehe Abb. 13b und 14b) in TIMP-1 
überexprimierenden HepG2 nachgewiesen werden. Die HepG2-Wildtypzellen und TIMP-1 
überexprimierende HepG2 signalisierten in den untersuchten Zellen nicht über 
phosphoryliertes Jak1. Im Fall von phosphoryliertem Jak2 konnte allerdings ein leichtes 
Signal in den HepG2-Wildtypzellen nachgewiesen werden. Möglicherweise ist dies auf eine 
Stresssituation im Rahmen der Vorbereitung der Zellen zurückzuführen. Nach 
dreißigminütiger Stimulation mit IL-6 konnte eine etwas stärkeres Signal von 
phosphoryliertem Jak2 in HepG2-Wildtypzellen als in HepG2-Wildtypzellen ohne 
Stimulation nachgewiesen werden. In der Literatur wird beschrieben, dass durch die IL-6-
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Typ-Zytokine Jak1, Jak2 und Tyk2 aktiviert werden [155,156,157]. Diese Kinasen kommen 
ubiquitär vor und sind für die Signaltransduktion vieler Zytokine von großer Bedeutung. Die 
Expression von Tyk2 müßte im Hinblick auf die vorliegende Fragestellung noch überprüft 
werden. Eine Tyk2 Aktivierung erschien jedoch unwahrscheinlich, nachdem weder Jak1 noch 
Jak2 vermehrt aktiviert wurden. 
Die den Jak Kinasen nachgeschalteten STAT-Faktoren (STAT1 und STAT3, Abb. 15a und 
16a) konnten in Zellklon T1 im Vergleich zu den HepG2-Wildtypzellen nicht vermehrt 
nachgewiesen werden. STAT 1 und STAT 3 waren in ungefähr gleichen Mengen in den 
HepG2-Wildtypzellen und in Zellklon T1 vorhanden, da die Western Blots ein etwa gleich 
starkes Signal zeigten (Abb. 15a und 16a).  Die Stimulation mit IL-6 führte nur zu einer 
schwachen Phosphorylierung von STAT1 (Abb. 15b). In TIMP-1 überexprimierenden HepG2 
konnte kein phosphoryliertes STAT1 nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu konnte in 
TIMP-1 überexprimierenden HepG2 phosphoryliertes STAT 3 nachgewiesen werden, jedoch 
nicht in größerem Maße als in den HepG2-Wildtypzellen (Abb. 16b). Die Stimulation mit IL-
6 führte mit steigender Zeitspanne zu einer vermehrten Phophorylierung von STAT3 in den 
HepG2-Wildtypzellen. Die Ergebnisse zeigen, dass die untersuchten Zellen über die STAT-
Faktoren signalisieren. TIMP-1 scheint jedoch keinen Einfluss über STAT1 und STAT3 auf 
die Expression der Gelatinasen zu haben. Es sind bisher sieben STAT-Proteine bekannt: 
STAT1, 2, 3, 4, 5a, 5b und 6 [158]. Es wird vor allem eine Aktivierung der 
Transkriptionsfaktoren STAT1 und STAT3 durch IL-6-Typ-Zytokine beobachtet. Es ist 
jedoch nicht auszuschließen, dass TIMP-1 Effekte auf die anderen STAT-Faktoren ausübt, so 
dass die Induktion dieser durch TIMP-1 in weiteren Arbeiten noch überprüft werden müßte. 
 
4.3 Die Expression des Ras GAP-Proteins wird durch TIMP-1 nicht beeinflusst 
 
In der Western Blot-Analyse konnte keine verstärkte Expression des RasGAP-Proteins in 
TIMP-1 überexprimierenden HepG2 im Vergleich zu den HepG2-Wildtypzellen festgestellt 
werden (siehe Abb. 17). In den weiterführenden Studien dieser Arbeit konnte gezeigt werden, 
dass die MMP-9-Expression in den HepG2-Wildtypzellen durch die 
Signaltransduktionskaskade über Ras GAP erfolgen könnte. Blockierte man den 
nachgeschalteten Signaltransduktionsfaktor MEK1/2 durch UO126, kam es zu keiner MMP-
9- Genexpression (siehe Abb.22). Im Unterschied hierzu hemmte in den TIMP-1 
überexprimierenden Zellkonen der MEK1/2-Inhibitor UO126 die MMP-9-Genexpression nur 
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teilweise (Abb.26). Dies deutet darauf hin, dass hier die MMP-Expressionsregulation 
MEK1/2 unabhängig erfolgt.  
 
4.4 Die Kinase JNK 1 (c-Jun) wird durch TIMP-1 nicht beeinflusst 
 
Die Kinase JNK 1 wurde in den humanen Hepatomzellen im Vergleich zu den TIMP-1 
überexprimierenden HepG2 verstärkt exprimiert (siehe Abb.18a). Die phosphorylierte Form 
der JNK 1 wurde sowohl in den HepG2-Zellen als auch in den TIMP-1 überexprimierenden 
HepG2 etwa gleich stark exprimiert (siehe Abb.18b). Die vermehrte Expression der 
Gelatinasen kann somit nicht auf einer Induktion dieses Proteins durch TIMP-1 beruhen. 
Bislang sind drei verschiedene Mitglieder der Jun Familie (c-Jun, JunB und JunD) und vier 
verschiedene Mitglieder der Fos Familie (cFos, Fra-1, Fra-2 und FosB) charakterisiert. Die 
Jun-Faktoren können als Jun/Jun Homodimere oder als Jun/Fos Heterodimere an die DNA 
binden, wohingegen die Fos-Faktoren keine Homodimere bilden [159,160]. Die 
zusammengelagerten Proteine bilden die AP-1 Transkriptionsfaktoren und binden mit 
verschiedener Affinität an die DNA. Dieses Phänomen scheint verantwortlich für die diversen 
biologischen Effekte der Komplexe zu sein [80]. Durch unterschiedliche Stimulationstypen 
wurde gezeigt, dass die Induktion der c-jun und junB mRNA der MMP-1- Genexpression 
vorausgeht [5,161,162]. So ist es gut möglich, dass TIMP-1 die Bildung der Komplexe 
beeinflusst, die zu einer verstärkten Expression der Gelatinasen führen könnten. 
Möglicherweise induziert TIMP-1 auch bisher noch nicht identifizierte 
Transkriptionsfaktoren, die an die Promotorregion binden und die die MMP-9- bzw. die 
MMP-2-Genexpression induzieren.       
 
4.5 Der Zellzyklusinhibitor p21 wird durch TIMP-1 nicht beeinflusst, wohl aber durch 
die MMP-9-Mutante MMP-9 H401A 
 
Ob die veränderte Zellmorphologie wie z.B. das Wachsen in Zellhaufen der TIMP-1 
überexprimierenden Zellklone durch vermehrte Expression des Zellzyklusinhibitors p21 
verursacht wurde, konnte anhand einer Western Blot-Analyse (siehe Abb.19) ausgeschlossen 
werden. P21 wurde in den TIMP-1-überexprimierenden HepG2 im Vergleich zu den HepG2-
Wildtypzellen nicht verstärkt exprimiert (siehe Abb.19). Die Stimulation der HepG2-
Wildtypzellen mit IL-6 zeigte keinen Effekt. IL-6 ist unter anderem an Akut-Phase-
Reaktionen beteiligt [134]. Während dieser Reaktion kommt es zu keiner Teilung der Zellen, 
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so dass das p21-Protein nicht agiert. P21 hemmt den Übergang von der G1-Phase in die S-
Phase zu Beginn der Mitose . 
Es konnte in Zellklon M1, der stabil die MMP-9H401A-Mutante exprimiert, ein stärkeres 
Signal des p21-Proteins im Vergleich zu den HepG2-Wildtypzellen detektiert werden. Auch 
die weiteren MMP-9-H401A-Zellklone M2 und M3 zeigten ein verstärktes Signal des p21-
Proteins in der Western Blot-Analyse (siehe Abb.20). Aus Beobachtungen in der Zellkultur 
ließ sich ein langsameres Wachstum des Zellklons M1 feststellen. Die erhöhte Expression des 
p21-Proteins würde diese Beobachtung unterstützen.  
Im Proliferationsassay (siehe Abb.21) konnten die Befunde über p21 noch untermauert 
werden. Es zeigte sich, dass die MMP-9-H401A-Zellklone im Vergleich zu den HepG2-
Wildtypzellen schlechter proliferierten.  Der Test wurde je Zellklon 4x durchgeführt. Es war 
eine Tendenz eindeutig feststellbar und übereinstimmend mit den Ergebnissen aus der 
Western Blot-Analyse. Aus der Literatur ist bekannt, dass p21 in isolierten Leberzellen 
mitogenabhängig ansteigt [163]. Auch wird seine Synthese durch Quercetin, ein Bioflanoid, 
stimuliert [164]. Es ist möglich, dass die vermehrt exprimierte MMP-9-Mutante die Funktion 
eines Mitogens einnimmt und die Expression des p21 induziert. Da die p21 Synthese durch 
MEK/ERK-Signaltransduktionskaskaden reguliert wird [163], wäre ein Einwirken der 
mutierten MMP-9 auf diese Kaskaden möglich. Es sind weitere Untersuchungen erforderlich, 
welche Signaltransduktionskaskaden involviert sind; ob die Beobachtung gewebespezifisch 
ist oder ob sie auch in vivo festzustellen ist. 
Möglicherweise ist die verminderte Proliferation aber auch auf unspezifische oder 
transfektionsabhängige Effekte zurückzuführen.    
 
4.6 TIMP-1 beeinflusst die Aktivierung der MMP-9 Genexpression in Tumorzellen 
 
Es konnte gezeigt werden, dass der Tyrosinkinaseinhibitor Genistein, der MEK 1/2 Inhibitor 
UO126 und der p38-MAP-Kinase Inhibitor sowohl die MMP-9- als auch die MMP-2- 
Genexpression in humanen Hepatomzellen fast vollständig blockierte (Abb.22 und 28). In der 
Literatur ist bereits beschrieben, dass die Inhibition der p38-MAP-Kinase durch SB 203580 
die durch IL-1 induzierte MMP-1- und MMP-3- Genexpression in humanen Fibroblasten und 
vaskulären Endothelzellen hemmt [165]. Die Inhibition der p38-MAP-Kinase Aktivität 
konnte die durch Phorbolester induzierte MMP-9 Expression und Invasion der SCC-Zellen 
durch Matrigel hemmen [166]. Es wurde berichtet, dass in Kopf- und Nackenkarzinomzellen 
der Tyrosinkinaseinhibitor Genistein verschiedene Effekte zeigt, wie z.B. die 
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Herabregulierung der „nuclear-factor-kappaB DNA binding“-Aktivität, die Herabregulierung 
der c-erbB-2-Expression, die Herabregulierung der MMP-2- und MMP-9- Sekretion und die 
Inhibition der Tumorzellinvasion [167]. In humanen Keratinozyten war die Inhibition der 
MAPK Signaltransduktionswege mit der Herabregulierung der durch TNF-alpha induzierten 
MMP-9-Sekretion korreliert [168]. Nach einem mechanischen Trauma ist die Aktivität der 
ERK und der p38-MAP-Kinase in Hirnzellen hochreguliert, wodurch die MMP-9-Sekretion 
vermittelt wird [169]. Diese Beobachtungen sprechen für eine Involvierung von 
mitogenaktivierten und stressaktivierten MAP Kinase Signaltransduktionswegen in der MMP-
Expression [80]. Auch unsere Ergebnisse zeigen, dass die Regulation der MMP-9- und MMP-
2- Genexpression in humanen Leberzellen wahrscheinlich über aktivierte MAP Kinasen 
erfolgt.       
In Zellklon T1 (TIMP-1 überexprimierende HepG2) waren die Ergebnisse für MMP-9 (siehe 
Abbildung 23) ähnlich zu den Ergebnissen wie in den HepG2-Wildtypzellen. Jedoch 
exprimierte Zellklon T2 (TIMP-1 überexprimierende HepG2) trotz p38-MAP-Kinase 
Hemmung  MMP-9 (p = 0,04, siehe Abb.24). Zellklon T3 (TIMP-1 überexprimierende 
HepG2) exprimierte fast 50% mehr MMP-9 (p = 0,03) als die HepG2-Wildtypzellen unter 
dem Inhibitor SB202190 (siehe Abb.25). Der Inhibitor UO126 hemmte die MMP-9- 
Expression in allen TIMP-1 überexprimierenden HepG2 teilweise. Bei der Mittelwertbildung 
aus den drei TIMP-1 überexprimierenden Zellklonen zeigte sich, dass der p38-MAP-Kinase 
Inhibitor SB202190 die MMP-9-Genexpression kaum hemmt (siehe Abb.26). Die MMP-2-
Expression war nach der Inkubation mit SB 202190 von Zellklon T1 im Vergleich zu den 
HepG2-Wildtypzellen signifikant gesteigert (p = 0,016), so dass wir von einem Fehler im 
Falle der MMP-9-Expression von T1 ausgehen. Ansonsten korrelierten die Ergebnisse für 
MMP-2 und MMP-9 miteinander. Wir nehmen daher an, dass die MMP-9-Expression bei 
einer TIMP-1 Überexpression wahrscheinlich nicht durch eine Inhibition der p38-MAP- 
Kinase beeinflusst wird. Die MMP-9-Expression scheint in diesem Fall also nicht 
stressabhängig zu sein. Es können andere Kinasen involviert sein, die möglicherweise durch 
TIMP-1 stressunabhängig beeinflusst werden. In der Literatur wird beschrieben, dass eine 
Kooperation zwischen mitogen-aktivierten und stress-aktivierten Signaltransduktionswegen 
während des Transformationsprozesses erforderlich ist [170,171]. Als Antwort auf 
verschiedene Signale kooperieren die Wege und regulieren die Genexpression. Möglich ist, 
dass TIMP-1 den „Cross-Talk“ zwischen den Signaltransduktionskaskaden beeinflusst, indem 
es das Zusammenspiel blockiert oder fördert, und die MMP-9-Genexpression in den 
Hepatomzellen  trotz einer Blockade der p38-MAP-Kinase eventuell erhält .     
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Die Ergebnisse für MMP-2 waren ähnlich wie die Ergebnisse für MMP-9. In den HepG2-
Wildtypzellen wurde die MMP-2-Genexpression durch alle chemischen Inhibitoren gehemmt 
(siehe Abb.28). In Zellklon T1 (TIMP-1 überexprimierende HepG2) führte die Blockierung 
der p38-MAP-Kinase kaum zu einer Suppression der MMP-2-Genexpression (p = 0,016) und 
der Tyrosinkinaseinhibitor Genistein führte in der niedrigen Konzentration von 25µM zu 
einer teilweisen Blockierung der MMP-2-Genexpression (siehe Abb.29). Möglicherweise war 
diese Konzentration an Genistein nicht ausreichend zu einer Hemmung den Genexpression, 
denn die höhere Konzentration von 50µM Genistein hemmte die MMP-2-Expression 
vollständig. Durch Genistein werden Tyrosinkinasen gehemmt, wie z.B. auch auch die 
Rezeptorkinase des epidermalen Wachstumsfaktors [172]. Möglicherweise wirkt TIMP-1 auf 
diesen Rezeptor und induziert dadurch die Synthese der Gelatinasen. Daher ist es erforderlich 
den Rezeptor des epidermalen Wachstumsfaktors näher zu untersuchen. In Zellklon T2 
(TIMP-1 überexprimierende HepG2) lag die MMP-2-Genexpression trotz p38-Blockade 
höher als die MMP-2-Expression in den HepG2-Wildtypzellen (siehe Abb.30). Daher war die 
MMP-2-Expression von Zellklon T2 nach der Inkubation mit SB 202190 im Vergleich zu den 
HepG2-Wildtypzellen signifikant gesteigert (p = 0,003). In Zellklon T3 (TIMP-1 
überexprimierende HepG2) wurde die MMP-2 Expression nur teilweise gehemmt (siehe Abb. 
31). Im Mittel über die TIMP-1-überexprimierenden Zellklone war die MMP-2-Expression 
nach der Inkubation mit SB 202190 im Vergleich zu den HepG2-Wildtypzellen gesteigert 
(siehe Abb.32). Daraus kann man schließen, dass ähnlich wie die MMP-9 Expression auch die 
MMP-2 Expression in den TIMP-1 überexprimierenden Zellklonen wahrscheinlich 
unabhängig von einer p38-MAP-Kinase Hemmung ist. Es wurde gezeigt, dass die 
Interaktionen zwischen Transkriptionsfaktoren in Situationen wie Tumorwachstum und 
Invasion, wo die simultane Induktion von der Expression der beiden Faktoren ETS und Ap-1 
erfolgt, moduliert wird [80]. Der MMP-2 Promotor unterscheidet sich in seinen Eigenschaften 
von den Promotoren der anderen MMPs (siehe Einleitung 1.3.2), so dass eine Beeinflussung 
der MMP-2 Transkription auf diese Weise ausgeschlossen werden kann. Vermutlich beruhen 
die Ergebnisse zu MMP-2 und MMP-9 auf den gleichen Phänomenen. Wir nehmen an, dass 
die gewonnenen Daten neue Erkenntnisse über die komplexen Funktionen von TIMP-1 
aufzeigen. Wahrscheinlich scheint TIMP-1 neben der MMP-inhibierenden Aktivität die 
Sekretion von MMP-2 und MMP-9 zu beeinflussen. Ein indirekter (statt direkter) Effekt auf 
die Signaltransduktionswege von TIMP-1 ist nicht auszuschließen. Als Fazit aus unseren 
Versuchen können wir annehmen: Die Aktivierung der MMP-2- und MMP-9-induzierenden 
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Signalwege ist möglicherweise steuerbar und kann durch Komponenten der extrazellulären 
Matrix beeinflusst werden.  
 
4.7 Die Migration der humanen Leberzellen wird durch eine TIMP-1 Antagonisierung 
beeinflusst 
 
Die Überexpression von TIMP-1 führte zu einer erhöhten Migration der HepG2-
Wildtypzellen. Dieses Phänomen wurde durch den neuen TIMP-1 Antagonisten MMP-9-
H401-A aufgehoben und weist darauf hin, dass die erhöhte Migration auf eine TIMP-1 
Überexpression zurückzuführen ist. Der TIMP-1-Antagonist reduzierte die Migration der 
HepG2-Zellen (siehe Abb.33). Obwohl TIMP-1 als auch der synthetische MMP-Inhibitor GM 
6001 MMPs hemmen, steigerte TIMP-1 die Migration wobei sie durch GM 6001 gehemmt 
wurde. Folglich ist die Funktion von TIMP-1 unterschiedlich von der Funktion des Inhibitors 
GM 6001 auf die Migration der Hepatomzellen. Der Einfluss von TIMP-1 auf die Migration 
scheint teilweise unabhängig von seiner MMP inhibierenden Aktivität zu sein und gibt 
Hinweise auf die vielfältigen zellulären Funktionen von TIMP-1. TIMP-1 hemmt z.B. die 
Apoptose in humanen Brustcarcinomen [173] unabhängig von der MMP-Inhibition. Die 
gesteigerte Migration scheint jedoch in unserem Versuchsansatz nicht aus einer 
Apoptosehemmung zu resultieren, da die Inkubationszeit von 4 Stunden zu kurz für 
signifikante Effekte durch Apoptose ist. Mittels eines „cell death detection (nuclear matrix 
protein) ELISA“ und eines „Apoptotic DNA Ladder Kit“ maßen wir die Apoptose in allen 
getesteten Zellklonen im Vergleich zu den HepG2-Wildtypzellen. Wir konnten jedoch keine 
signifikanten Unterschiede feststellen (die Daten sind nicht gezeigt). Aufgrund der kurzen 
Versuchsdauer können ebenso weitere biologische Effekte wie Zellwachstumsfunktion und 
mitogene Aktivität ausgeschlossen werden [113,115,174,175]. Der beobachtete Effekt scheint 
zell– oder gewebespezifisch zu sein, denn in B16-F10 Melanomzellen hemmt eine spezifische 
Hochregulation von murinem TIMP-1 die invasive Fähigkeit in einem Matrigel Transwell 
invasion assay [176]. Kürzlich wurde berichtet, dass die Modulation der Zellmorphologie eine 
Funktion von TIMP-1 darstellt [177,178]. In glatten Muskelzellen korrelierte eine minimale 
Expression von kontraktilen Proteinen und eine maximale Proliferationsrate mit sehr hohen 
Spiegeln von MMP-1 und TIMP-1 [178]. TIMP-1 überexprimierende Zellen wuchsen in 
Zellnestern übereinander mit verstärktem Zell-Zell-Kontakt und zeigten keine horizontale 
Migration im Wundheilungssay [114]. Die TIMP-1 überexprimierenden Zellen scheinen also 
eine Migration in die vertikale Richtung zu favorisieren, denn diese war in der Boyden 
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Chamber im Fall der TIMP-1-überexprimierenden Zellen gesteigert. Das Wachstum in 
Zellnestern übereinander deutet die bevorzugte Migration in die vertikale Richtung an [114].  
 
4.8 Die Migration der humanen Leberzellen wird durch eine MMP-Inhibition 
beeinflusst 
 
Wie in der Einleitung (1.4.1) bereits beschrieben, ist die Tumormetastasierung mit der 
Degradation der Basalmembran durch Gelatinasen assoziiert. Die Matrix Metalloproteinasen 
2 und 9 sind für die Migration von vielen Zelltypen, wie z. B. von Langerhans-Zellen und 
Dendritenzellen von humaner und muriner Haut, erforderlich [179]. Die Migration dieser 
Zellen wird durch TIMP-1 und TIMP-2 gehemmt. Wir konnten zeigen, dass die MMPs 
sowohl in Anwesenheit als auch in Abwesenheit von TIMP-1 entscheidend für die Migration 
der humanen Leberzellen sind (Abb. 34). Obwohl die HepG2-TIMP-1-Zellen funktionelles 
TIMP-1 überexprimieren, scheint die Migration von einer erhöhten MMP-Aktivität (MMP-1, 
-2, -3, -8 oder –9) abhängig zu sein, denn durch den MMP-Inhibitor GM6001 (MMP-1,-2,-3,-
8 und-9) konnte die Migration der Leberzellen signifikant reduziert werden. Um 
herauszufinden, ob diesem Phänomen die Überexpression der Gelatinasen (MMP-2 und 
MMP-9) von den TIMP-1 überexprimierenden HepG2 zugrunde liegt, wurden die Zellen mit 
einem spezifischen MMP-2/MMP-9-Inhibitor inkubiert. Wir konnten eine reduzierte 
Migration in allen Zellklonen durch den spezifischen Gelatinase-Inhibitor feststellen. In 
einigen Fällen war die reduzierte Migration jedoch nicht signifikant.   
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5 ZUSAMMENFASSUNG 
 
Die Matrix Metalloproteinasen (MMPs) sind in Umbauprozesse der extrazellulären Matrix 
involviert. Der Abbau von Komponenten der ECM ist entscheidend für die Ausbreitung von 
malignen Tumoren. Insbesondere MMP-9 steigert die tumorzellmediierte ECM-Degradation 
und die Invasion in die Basalmembran signifikant. Der Prozess der Neovaskularisation von 
Tumoren, der für die Metastasierung bedeutend ist, ist ebenfalls mit den Gelatinasen MMP-2 
und MMP-9 assoziert. Die „tissue inhibitors of matrix metalloproteinases“ (TIMPs) sind 
spezifische Inhibitoren der MMPs. Sie können mit hoher Affinität an spezifische MMPs 
binden und den Abbau der ECM hemmen. Es konnte gezeigt werden, dass humane 
Hepatomzellen, die TIMP-1 stabil überexprimieren, mehr MMP-9 und MMP-2 sezernieren 
als HepG2-Wildtypzellen. Zusätzlich zeigten TIMP-1 überexprimierende Hepatomzellen ein 
anderes Wachstumsmuster und Migrationsverhalten als Wildtypzellen. In der vorliegenden 
Arbeit wurde untersucht, welche Signaltransduktionswege in die Regulation des MMP-2- 
Gens und des MMP-9-Gens involviert sind und wie diese durch TIMP-1 beeinflusst werden 
können. Einzelne Kinasen und deren Phosphorylierung (STAT 1, P-STAT 1, STAT 3, P-
STAT-3, JAK 1, P-JAK 1, JAK 2, P-JAK 2, Ras GAP und JNK 1) wurden zunächst mittels 
Western Blot-Analyse und Western Blot-Analyse nach Immunpräzipitation für HepG2-
Wildtypzellen und für TIMP-1 überexprimierende Hepatomzellen untersucht. Es zeigte sich 
in allen Fällen, dass die Aktivierung dieser untersuchten Kinasen nicht durch TIMP-1 
beeinflusst wurde. Die veränderte Zellmorphologie (das Wachstum in Zellnestern) TIMP-1 
überexprimierender Zellen wurde nicht durch eine vermehrte Expression des 
Zellzyklusinhibitors p21 verursacht. Vielmehr zeigte sich in den TIMP-1 Antagonisten MMP-
9-H401A exprimierenden Hepatomzellen eine verstärkte Expression von p21. In 
Proliferationsassays konnten diese Befunde zu p21 bestätigt werden.  
In einer zweiten Versuchsreihe zur Identifizierung der Signaltransduktionswege, die zu einer 
verstärkten Expression von MMP-2 und MMP-9 führen, wurden HepG2-Wildtypzellen und 
stabil TIMP-1 überexprimierende Zellen mit dem Tyrosinkinase Inhibitor Genistein, einem 
spezifischen p38-MAP-Kinaseinhibitor (SB 202190) und einem Inhibitor von MEK1 und –2 
(UO126) inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mittels RT-PCR auf eine Beeinflussung 
der  MMP-9- und MMP-2-Genexpression hin untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass alle 
eingesetzten chemischen Inhibitoren (Genistein, SB 202190 und UO 126) sowohl die MMP-
9- als auch die MMP-2-Genexpression in humanen Hepatomzellen fast vollständig blockierte. 
Die Ergebnisse zeigen, dass die Regulation der MMP-9- und MMP-2-Genexpression in 
humanen Hepatomzellen über aktivierte MAP Kinasen erfolgt. Im Gegensatz zu den anderen 
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Inhibitoren blockierte der p38-MAP-Kinaseinhibitor die MMP-2- und MMP-9-Expression in 
den TIMP-1 überexprimierenden HepG2 kaum. Die MMP-2- und MMP-9-Expression scheint 
in diesem Fall also wahrscheinlich nicht p38 abhängig und somit stressunabhängig zu sein. Es 
könnten andere Kinasen involviert sein, die möglicherweise durch TIMP-1 stressunabhängig 
beeinflusst werden. Ein indirekter statt direkter Effekt von TIMP-1 ist nicht auszuschließen. 
So können wir aus unseren Versuchen annehmen, dass die Aktivierung der MMP-2- und 
MMP-9-induzierenden Signalwege wahrscheinlich steuerbar ist und eventuell durch 
Komponenten der extrazellulären Matrix beeinflusst werden kann.   
Weiterhin wurde das Migrationsverhalten der TIMP-1 überexprimierenden Hepatomzellen in 
der Boyden Kammer untersucht. Es zeigte sich, dass eine TIMP-1 Überexpression die 
Migration der Zellen begünstigt. Verantwortlich für die gesteigerte Migration sind 
wahrscheinlich die von TIMP-1-überexprimierenden Zellen vermehrt sezernierten MMPs 
(MMP-2, MMP-9), da durch eine MMP-Inhibition die Migration der TIMP-1-
überexprimierenden Zellen signifikant reduziert werden konnte. 
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6 AUSBLICK 
 
Die MMP-Expression wird während der Tumorzellinvasion durch multiple extrazelluläre 
Faktoren einschließlich Zytokinen, Wachstumsfaktoren und Interaktionen mit angrenzenden 
Zellen und der ECM reguliert. Jede Ebene in der Regulation der MMP-Expression und 
Aktivität kann als Angriffspunkt einer therapeutischen Intervention angesehen werden. In 
diesem Zusammenhang ist es wichtig, die Mechanismen der Regulation der MMP-Expression 
in malignen Tumoren in vivo zu kennen. Auch die Rolle der TIMPs, die MMPs in vitro 
inaktivieren, ist in der Regulation der MMP Aktivität und des Fortschreitens von Tumoren in 
vivo noch unklar [80]. Der neue TIMP-1 Antagonist MMP-9-H401A neutralisiert sowohl in 
vivo als auch in vitro die TIMP-1 Aktivität [51]. Eine TIMP-1 Überexpression führt zu einer 
vermehrten Expression der Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 [114]. In weiterführenden 
Studien wäre es erforderlich, die Expression von TIMP-1 zu induziern , um dann den Effekt 
auf die MMP-Expression zu testen. 
Eine detailierte Charakterisierung von Wachstumsfaktoren und Zytokinrezeptoren, die 
verantwortlich für die Aktivierung der Signaltransduktionswege sind, würde hilfreich sein, 
Rezeptorantagonisten und neutralisierende Antikörper zu finden, um die Aktion der für die 
Genexpression von MMPs erforderlichen Kinasen zu verhindern. Weiterhin wäre es wichtig, 
die verschiedenen Signaltransduktionswege, die zur Expression von MMPs führen, genau zu 
charakterisieren, um auf der Ebene der einzelnen Kinasen intervenieren zu können. In der 
vorliegenden Arbeit wurden Signaltransduktionswege, die zur Expression von MMP-2 und 
MMP-9 führen und wie diese durch TIMP-1 beeinflusst werden, untersucht. Somit zeigt diese 
Arbeit Ansatzpunkte in der Erforschung dieser komplexen Mechanismen auf.  
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Abb.                      Abbildung 
Abl                        eine mitogen aktivierte Proteinkinase 
AMV                    Avian Myeloblastosis Virus 
APMA                  4-Aminophenyl-Quecksilber-Acetat 
AP-1                     activator protein 1 
AP-2                     activator protein 2 
ATF-2                   aktivierender Transkriptionsfaktor 2 
ATP                      Adenosintriphosphat 
BSA                      bovines Serumalbumin 
Cdk                       cyclin dependent kinase 
cDNA                   complementary DNA 
DEP                      Diethylphthalat 
DMEM                 Dulbeco´s modified Eagle medium 
DMSO                  Dimethylsulfoxid 
DNA                     Deoxyribonukleinsäure 
dATP                    Deoxyadenosintriphosphat 
dCTP                    Deoxycytosintriphosphat 
dGTP                    Deoxyguanintriphosphat 
dTTP                     Deoxythymidintriphosphat 
ECM                     extrazelluläre Matrix 
EDTA                   Ethylendiamintetraacetat 
EGFR                    epidermal growth factor receptor 
Erk                        extracellular signal regulated kinase 
Ets                         E26 avian erythroblastosis virus proto-oncogene 
FKS                      fötales Kälberserum  
GDP                      Guanosindiphosphat 
Grb                        growth factor receptor bound protein 
GTP                      Guanosintriphosphat 
h                            Stunde 
Hrsg.                     Herausgeber 
Ig                           Immunglobulin 
IKK                       IkB kinase 
IL                          Interleukin 
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ISRE                     IFN-stimulated regulatory element 
Jak                        Janus-Kinase 
JNK                      Jun-Kinase 
kb                         Kilobasenpaare 
kDa                       Kilodalton 
Konz.                    Konzentration 
LDL                      low density lipoprotein 
MAPK                  mitogen activated protein kinase 
MBP                     Myelinbasisprotein 
MEK                     MAP/Erk Kinase 
min                       Minute          
MMP                    Matrix Metalloproteinase 
TIMP-1                murines TIMP-1 
mRNA                  messenger-RNA 
NF-kB                  nuclear factor-kB 
NIK                      NF-kB-inducing-kinase 
OSM                     Oncostatin M 
PAA-Gel               Polyacrylamidgel 
PAGE                   Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PBS                       phosphate buffered saline 
PEA-3                   polyomavirus enhancer A-binding protein 3 
PKA                      Proteinkinase A 
PKC                      Proteinkinase C 
PMSF                   Phenylmethylsulfonylfluorid 
PVDF                    Polyvinylidenfluorid 
pY                         Phosphotyrosin 
RBE                      retinoblastoma binding element 
RNAse                  Ribonuklease 
rpm                       revolutions per minute   
RT-PCR                reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion 
SCC                      Squamous Cell Carcinoma 
SDS                       Sodiumdodecylsulfate 
SH                         src homology 
Shc                        SH2-/CH-Domänen enthaltendes Protein 
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SHP                      SH2-Domänen-enthaltende Tyrosinphosphatase 
Smad                    similar to mothers against decapentaplegic homolog 
Sos                        son of sevenless 
Sp1                        stimulating protein-1 
STAT                    signal transducer and activator of transcription 
TBS-N                  tris buffered saline nonidet 
TF                         Transkriptionsfaktor 
TGF beta               transforming growth factor beta 
TIE                       transforming inhibitory element 
TIMP                    tissue inhibitor of matrix metalloproteinases 
TNF                      Tumornekrose-Faktor 
TRE-Element        12-O-Tetradecanoylphorphol-13-acetat-responsive-element 
Tris                       Tris(Hydroxy)aminomethan             
U                           Units 
w.E.                       willkürliche Einheit 
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